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RESUMO

Aplicacdo da protedmica e metabolomica no entendimento da interaciao de
Austropuccinia psidii durante o processo de infeccio de Eucalyptus grandis e
Syzygium jambos

Os fungos causadores da doenca conhecida como ferrugem sdao um dos grupos mais
especificos de patdgenos obrigatorios em plantas. Austropuccinia psidii (syn. Puccinia psidii,
Sphaerophragmiaceae, Pucciniales) ¢ um fungo Basidiomiceto que alcangou uma grande
ocorréncia de doenca conhecida como ferrugem das Mirtdceas em diversas partes do mundo,
causando doenga em aproximadamente em 73 géneros e 460 espécies de Myrtaceae. No Brasil,
o patogeno foi inicialmente detectado infectando goiabeiras (Psidium guajava) e
posteriormente foi detectado em eucalipto (Eucalyptus grandis). Syzygium jambos também ¢é
da familia das Mirtaceas, e pode ser infectado com A. psidii. Infeccdes por A. psidii sao
frequentemente observadas a partir de uredinidsporos assexuados, que podem percorrer grandes
distancias devido a ag¢do do vento ou chuva. Sendo os urenididsporos, a primeira estrutura
fingica com um qual o hospeiro tem contato, o seu perfil proteico ¢ de suma importancia para
a melhor compreensdo do arsenal molecular associado ao estagio inicial de infec¢do desse
patogeno de acordo com os hospedeiros de origem. Diante disso, estudos 6micos se tornam
importantes técnicas para aplicar durante o processo de infeccdo entre A. psidii - E. grandis,
visando avaliar quais os compostos estdo presentes nessa complexa interagdo planta-patogeno.
Capitulo 1: Inicialmente foi realizado um ensaio in vitro visando avaliar a germinagdo de
urediniésporos de MF-01 e GM-J1, provenientes de E. grandis e S. jambos respectivamente,
mediante estimulo do meio dgar-agua e em meio agar-agua + 0,5% de 6leo mineral. A partir do
estudo in vitro foi possivel observar que o estimulo 6leo mineral (0,5%) apresentou melhores
resultados quanto a germinagao dos urediniosporos, chegando a 52,6% de germinacao em MF-
01 e 17,9% em GM-J1 respectivamente. Os urediniésporos MF-01 ¢ GM-J1 também foram
avaliados quanto ao perfil de proteinasvisando o melhor entendimento do arsenal de proteinas
incial presentes nesta importante estrutra de infecg¢do. Para tanto, a protedmica foi realizada por
meio do espectrometro de massas LTQ Orbitrap Velos acoplados a um instrumento NLC de LC
(MS-MS / MS) por um sistema EASY. Foi possivel identificar 819 proteinas totais (incluindo
comuns e exclusivas) a partir da andlise de urediniosporos MF-01, sendo 74 que mais
contribuiram para as diferengas de abundancia; e,798 proteinas totais (incluindo comuns e
exclusivas) em urediniésporos GM-J1, sendo 65 que mais contribuiram para as diferengas de
abundancia. As proteinas dierencialmente abundantes foram identificadas a partir da analise
VIP pelo programa Metaboanalyst. Dentre as que mais contribuiram para as diferencas de
abundancia, as proteinas serina / treonina-proteina fosfatase, aspartato aminotransferase e
sacaropina desidrogenase merecem destaque em uredinidsporos de MF-01. Enquanto proteinas
como proteinas difosfomevalonato descarboxilase, GMP sintase ¢ adenilosuccinato sintetase
foram classicadas como as que mais contribuiram para as diferengas de abundancia e associadas
aurediniosporos de GM-J1. Essas proteinas selecionadas sdo importantes nos processos iniciais
de infec¢ao do patdgeno em plantas suscetiveis e pertencentes as rotas metabolitas importantes,
podendo ser um indicativo para a produgdo de uma droga antifungica, o combate ao patdégeno
em estagios iniciais da doenca. Capitulo 2: Urediniésporos de GM-J1 foram inoculados em
plantas suscetiveis de S. jambos, folhas foram coletadas as 0, 72, 144 e 336 horas apos a
inoculagdo, ¢ a partir dai foi realizado o monitoramento, por qPCR, do patégeno na planta. Foi
possivel observar que as 336 h.a.i a quantidade (pg) de DNA de GM-J1 estava maior em relacao
aos outros tempos amostrados. A partir da analise realizada em espectrometro de massas Q-Tof
PREMIER acoplado a um instrumento RP-nano UPLC foi realizado um estudo protedmico
durante o processo de infecgdo (0, 144 e 336 h.a.i) de GM-J1 em plantas suscetiveis de S.
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jambos. Foi possivel identificar 11 proteinas totais associadas a GM-J1, sendo 9 (0 h.a.1); 7 (144
h.a.i) e 6 (336 h.a.i). Destas, 3 (0 h.a.i); 3 (144 h.a.i) e 1 (336 h.a.i) foram as que mais
contribuiram para as diferengas de abundancia. Foi possivel identificar também 118 proteinas
totais associadas a S. jambos, sendo: 87 (0 h.a.i); 69 (144 h.a.i) e 63 (336 h.a.i). Destas, 36 (0
h.a.i); 11 (144 h.a.i) e 11 (336 h.a.i) foram as que mais contribuiram para as diferengas de
abundancia. As proteinas que mais contribuiram para as diferencas de abundancia foram
identificadas a partir da analise VIP. Como destaque em cada tempo avaliado, em relagdo a
funcdo da proteina associada a GM-J1, foi possivel observar que a proteina glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (0 h.a.i), pode ter um papel importante para a germinagdo de
urediniosporos; glycine dehydrogenase e heat shock protein SSB (144 h.a.i), associados ao
crescimento do micélio e patogeniciade; e heat shock protein 60 (336 h.a.i), envolvida em agdes
relacionada a colonizagdo, infec¢do e patogenicidade do fungo. Foram também identificadas
proteinas importantes no processo de defesa da planta contra o ataque do patogeno: photosystem
11 protein D2 e photosystem I reaction center subunit I1I (0 h.a.1); pathogenesis-related protein
STH-2-like e translationally-controlled tumor protein homolog (144 h.a.1); major allergen Pru
ar 1 e plastocyanin (336 h.a.i). Estes resultados podem indicar que a partir das proteinas
encontradas no estudo podemos ter um melhor entendimento acerca do que ocorre durante o
processo de infeccdo. na interagdo A. psidii — S. jambos. Capitulo 3: Foi realizado a anélise
metabolomica por meio de Cromatografia Liquida (LC-MS; nos modos negativo e positivo de
operacdo) e Cromatografia Gasosa (GC-MS), aliados a uma andlise protedmica realizada com
o auxilio de espectrometro de massas LTQ Orbitrap Velos acoplados a um instrumento NLC
de LC (MS-MS / MS) por um sistema EASY. Estas andlises foram realizadas durante o inicio
e final do processo de infec¢do de A. psidii em E. grandis, sendo coletado material vegetal
inoculado com o patégeno as 0 e 144 horas apos a inoculacdo (h.a.i.). Como resultados foram
identificadas 2299 proteinas totais durante a interacdo planta patogeno. Onde 143 estdo
associadas a fungdes de A. psidii e 2156 relacionadas a E. grandis. Dentre as proteinas
associadas a A. psidii destacam-se: Fungal Zn binuclear cluster domain conteining protein (0
h.a.i) —associada a formacdo de apressorio; transaldolase (144 h.a.i) e adenosylhomocysteinase
(144 h.a.i) — estas associadas ao metabolismo, patogenicidade e colonizagdo no hospedeiro. Em
relagdo as proteinas identificadas em E. grandis, as proteinas que possuem fungdes interessantes
sdo: ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase € rubisco accumulation factor 1
identificadas as 0 h.a.i (participando na producdo de energia — fotossintese); e as proteinas
malate dehydrogenase, major allergen Pru av 1-like, abscisic stress ripening protein, actin-7,
V-type proton ATPase, proteasome subunit alpha e isoflavone reductase-like identificadas as
144 h.a.i (com fungdes relacionada a defesa da planta). De acordo com os resultados obtidos a
partir das andlises metaboldmicas foi possivel observar que 59 metabdlitos foram identificados
a partir de LC-MS (50 no modo positivo de operagdo - 16 as 0 h.a.i e 34 as 144 h.a.i; ¢ 9 no
modo negativo de operacdo - 4 as 0 h.a.i e 5 as 144 h.a.i) e 32 a partir do estudo de GC-MS
(com 7 as 0 h.a.i; 24 as 144 h.a.i e 1 presente em ambos os tempos analisados). A partir da
andlise LC-MS (modo positivo) a oleacin (0 h.a.i) pode estar auxiliando o processo de
germinagdo do fungo. Enquanto a ceramide (144 h.a.i) atua no processo de defesa da planta.
Na LC-MS (modo negativo de operacdo) os metabolitos 6-Hydroxy-3,3'4"5,7,8-
hexamethoxyflavone (0 h.a.i) e Chlorhexidine (144 h.a.i) foram encontrados e podem participar
do mecanismo de defesa da planta. Como metabdlitos importantes na interagdo patégeno-
planta provenientes de GC-MS, o 4cido cindmico (encontrado as 0 h.a.i) pode auxiliar o fungo
no processo de entrada nos tecidos da planta; e os metabolitos Calistegina A3, 4cido azelaico,
acido glicérico e piridoxamina (encontrados as 144 h.a.i) estdo associados ao processo de defesa
da planta. Diversas proteinas ¢ metabolitos identificados no presente estudo possuem fungdes
relacionadas ao sistema de defesa da planta ou ao mecanismo de ataque desenvolvido pelo
fungo. H4 uma correlagdo entre as proteinas XP _010028896.1 (eukaryotic peptide chain
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release factor subunit 1-3), XP_010056880.1 (urease accessory protein G), XP_010062321.1
(expansin-A13), XP_010066331.1 (ubiquitin domain-containing protein DSK2a isoform X1),
XP 010044210.1 (phosphoglucomutase cytoplasmic isoform X2), XP_010038186.1
(glutathione  S-transferase F13) identificadas em E. grandis com a proteina
evm.model. NODE 10888 length 9735 cov_3.75075.1 (ADP-ribosylation factor) encontrada
no estudo protedmico em A. psidii. Neste sentido, os resultados obtidos contribuem com o
melhor entendimento a nivel molecular da interacdo entre 4. psidii e E. grandis, servindo como
base para futuros estudos. Desta forma, foi possivel observar que estudos protedomicos e
metabolomicos sdo de grande importancia para um melhor entendimento da doenca causada
por A. psidii em plantas de E. grandis e S. jambos.

Palavras-chave: A. psidii, E. grandis, S. jambos, Protedbmica, Metabolomica, Interacio
patégeno-planta
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ABSTRACT

Application of proteomics and metabolomics studies to understand the interaction of
Austropuccinia psidii during the infection process in Eucalyptus grandis and
Syzygium jambos

The fungi that cause the disease known as rust are one of the most specific groups of
pathogens required in plants. Austropuccinia psidii  (syn. Puccinia  psidii,
Sphaerophragmiaceae, Pucciniales) is a Basidiomycete fungus that has reached a large
occurrence of a disease known as Mirtacea rust in various parts of the world, causing disease
in approximately 73 genera and 460 species of Myrtaceae. In Brazil, the pathogen was initially
detected by infecting guava trees (Psidium guajava) and was later detected in eucalyptus
(Eucalyptus grandis). Syzygium jambos is also in the Mirtaceae family, and can be infected with
A. psidii. A. psidii infections are often seen from asexual urediniospores, which can travel great
distances due to the action of wind or rain. Since urenidiospores are the first fungal structure
with which the hospeiro has contact, their protein profile is of paramount importance for a better
understanding of the molecular arsenal associated with the initial stage of infection of this
pathogen according to the host of origin. Therefore, omic studies become important techniques
to apply during the infection process between A. psidii - E. grandis, aiming to evaluate which
compounds are present in this complex plant-pathogen interaction. Chapter 1: Initially, an in
vitro test was carried out to evaluate the germination of MF-01 and GM-J1 uredinospores, from
E. grandis and S. jambos respectively, by stimulating the agar-water medium and agar-water
medium + 0.5% mineral oil. From the in vitro study it was possible to observe that the mineral
oil stimulus (0.5%) showed better results regarding the germination of the urediniospores,
reaching 52.6% of germination in MF-01 and 17.9% in GM-J1 respectively. The urediniospores
MF-01 and GM-J1 were also evaluated for protein profile in order to better understand the
initial protein arsenal present in this important infection structure. For this purpose, proteomics
was performed using the LTQ Orbitrap Velos mass spectrometer coupled to an LC NLC
instrument (MS-MS / MS) by an EASY system. It was possible to identify 819 total proteins
(including common and exclusive) from the analysis of MF-01 urediniospores, 74 of which
contributed most to differences in abundance; and, 798 total proteins (including common and
exclusive) in urediniospores GM-J1, 65 of which contributed most to differences in abundance.
Dierentially abundant proteins were identified from the VIP analysis by the Metaboanalyst
program. Among those that most contributed to the differences in abundance, the proteins serine
/ threonine-protein phosphatase, aspartate aminotransferase and sucropine dehydrogenase
deserve to be highlighted in MF-01 wurediniospores. While proteins such as
diphosphomevalonate decarboxylase proteins, GMP synthase and adenyl succinate synthase
were classified as those that most contributed to the differences in abundance and associated
with GM-J1 urediniospores. These selected proteins are important in the initial pathogen
infection processes in susceptible plants and belonging to important metabolic routes, and may
be indicative for the production of an antifungal drug, the fight against the pathogen in the early
stages of the disease. Chapter 2: GM-J1 urediniospores were inoculated into susceptible plants
of §. jambos, leaves were collected at 0, 72, 144 and 336 hours after inoculation, and from there,
the pathogen was monitored by qPCR in the plant. It was possible to observe that at 336 h.a.i
the amount (pg) of GM-J1 DNA was greater in relation to the other sampled times. From the
analysis performed on a Q-Tof PREMIER mass spectrometer coupled to an RP-nano UPLC
instrument, a proteomic study was carried out during the infection process (0, 144 and 336 hai)
of GM-J1 in susceptible plants of S. jambos. It was possible to identify 11 total proteins
associated with GM-J1, 9 (0 h.a.i); 7 (144 h.a.i) and 6 (336 h.a.i). Of these, 3 (0 h.a.i); 3 (144
h.a.i) and 1 (336 h.a.i) were the ones that most contributed to the differences in abundance. It
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was also possible to identify 118 total proteins associated with S. jambos, being: 87 (0 h.a.i);
69 (144 a.i.) and 63 (336 a.i.). Of these, 36 (0 h.a.i); 11 (144 h.a.i) and 11 (336 h.a.i) contributed
the most to differences in abundance. The proteins that most contributed to the differences in
abundance were identified from the VIP analysis. As a highlight in each evaluated time, in
relation to the function of the protein associated with GM-J1, it was possible to observe that the
protein glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (0 h.a.i), may have an important role for
the germination of urediniospores; glycine dehydrogenase and heat shock protein SSB (144
h.a.1), associated with mycelial growth and pathogenesis; and heat shock protein 60 (336 h.a.1),
involved in actions related to colonization, infection and pathogenicity of the fungus. Important
proteins were also identified in the plant's defense process against pathogen attack: photosystem
II protein D2 and photosystem I reaction center subunit III (0 h.a.i); pathogenesis-related
protein STH-2-like and translationally-controlled tumor protein homolog (144 h.a.i); major
allergen Pru ar 1 and plastocyanin (336 h.a.i). These results may indicate that based on the
proteins found in the study, we can have a better understanding of what happens during the
infection process. in the interaction A. psidii - S. jambos. Chapter 3: Metabolomic analysis was
performed using Liquid Chromatography (LC-MS; in the negative and positive modes of
operation) and Gas Chromatography (GC-MS), combined with a proteomic analysis performed
with the aid of an LTQ Orbitrap mass spectrometer Velos coupled to an LC NLC instrument
(MS-MS / MS) by an EASY system. These analyzes were performed during the beginning and
end of the A. psidii infection process in E. grandis, and plant material inoculated with the
pathogen was collected at 0 and 144 hours after inoculation (h.a.i.). As a result, 2299 total
proteins were identified during the plant pathogen interaction. Where 143 are associated with
functions of A. psidii and 2156 related to E. grandis. Among the proteins associated with A.
psidii, the following stand out: Fungal Zn binuclear cluster domain conteining protein (0 h.a.i)
- associated with the formation of appressorium; transaldolase (144 h.a.i) and
adenosylhomocysteinase (144 h.a.i) - these associated with metabolism, pathogenicity and
colonization in the host. Regarding the proteins identified in E. grandis, the proteins that have
interesting functions are: ribulose bisphosphate carboxylase / oxygenase activase and rubisco
accumulation factor 1 identified at 0 h.a.i (participating in the production of energy -
photosynthesis); and malate dehydrogenase proteins, major allergen Pru av 1-like, abscisic
stress ripening protein, actin-7, V-type proton ATPase, proteasome subunit alpha and
isoflavone reductase-like identified at 144 hai (with functions related to plant defense).
According to the results obtained from the metabolomic analyzes it was possible to observe that
59 metabolites were identified from LC-MS (50 in the positive mode of operation - 16 at 0 hai
and 34 at 144 hai; and 9 in the negative mode of operation - 4 at 0 hai and 5 at 144 hai) and 32
from the study of GC-MS (with 7 at 0 hai; 24 at 144 hai and 1 present in both times analyzed).
From the LC-MS analysis (positive mode), oleacin (0 h.a.i)) may be helping the fungus
germination process. While ceramide (144 h.a.i) acts in the plant defense process. In LC-MS
(negative mode of operation) the metabolites 6-Hydroxy-3,3 ', 4', 5,7,8-hexamethoxyflavone (0
hai) and Chlorhexidine (144 hai) were found and may participate in the defense mechanism of
the plant. As important metabolites in the pathogen-plant interaction from GC-MS, cinnamic
acid (found at 0 h.a.i) can assist the fungus in the process of entering the plant tissues; and the
metabolites Calistegina A3, azelaic acid, glycolic acid and pyridoxamine (found at 144 h.i.1)
are associated with the plant's defense process. Several proteins and metabolites identified in
the present study have functions related to the plant's defense system or the attack mechanism
developed by the fungus. There is a correlation between proteins XP_010028896.1 (eukaryotic
peptide chain release factor subunit 1-3), XP_010056880.1 (urease accessory protein G),
XP _010062321.1 (expansin-A13), XP 010066331.1 (ubiquitin domain-containing protein
DSK2a isoform X1), XP_010044210.1 (cytoplasmic phosphoglucomutase isoform X2),
XP 010038186.1 (glutathione S-transferase F13) identified in E. grandis with the protein
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evm.model. NODE 10888 length 9735 cov_3.75075.1 (ADP-ribosyl factor) A. psidii. In this
sense, the results obtained contribute to a better understanding at the molecular level of the
interaction between A. psidii and E. grandis, serving as a basis for future studies. Thus, it was
possible to observe that proteomic and metabolomic studies are of great importance for a better
understanding of the disease caused by A. psidii in plants of E. grandis and S. jambos.

Keywords: 4. psidii, E. grandis, S. jambos, Proteomics, Metabolomics, Pathogen-plant
interaction
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1. INTRODUCAO

O agente causal da ferrugem das mirtaceas € o fungo Austropuccinia psidii (G. Winter) (sin
Puccinia psidii), pertencente ao filo Basiodiomycota, classe Pucciniomycetes, ordem
Pucciniales e familia Sphaerophragmiaceae (Index Fungorum, 2020). Uma analise filogenética
de maxima verossimilhanca usando as sequéncias dos genes do RNA ribossdmico nuclear
sugeriu que 4. psidii ndo pertence ao género Puccinia, mas, em vez disso, deveria estar dentro
do novo género Austropuccinia, ordem Pucciniales e com a familia redefinida para
Sphaerophragmiaceae (Beenken et al., 2017).

A ferrugem das Mirt4ceas, inicialmente descrita em folhas de Psidium guajava L. (Psidium
pomiferum L.) (Myrtaceae) no Brasil (Winter, 1885), foi também descrita infectando diversas
plantas do género Eucalyptus (Junghans et al., 2003; Machado et al., 2015) e atualmente ¢
considerada uma das doengas mais preocupantes, pois estd amplamente disseminada pelo Brasil
e pelo mundo, causando sérios prejuizos em viveiros e plantios comerciais de eucalipto
(Tommerup et al, 2003; Alfenas et al., 2004; Winzer et al., 2019). Isso se deve ao fato de que
A. psidii € um patdgeno invasor de importancia mundial, que se expandiu rapidamente durante
a ultima década causando muitos danos e perdas em diversos paises: Australia (Carnegie et al,
2016), Indonésia e Sudoeste da Asia (Mctaggart et al, 2016), Africa do Sul (Roux et al, 2016),
Nova Zelandia e Singapura (Du Plessis et al., 2019).

Quecine et al. (2014) sugeriu que esse potencial de infectar uma variedade de plantas pode
estar associado a sua alta variabilidade genética dentro das popula¢des. Na América do Sul, a
ferrugem € uma ameaga significativa ao Eucalyptus grandis, uma das espécies mais cultivadas.
Além disso, esta se tornando bastante importante para as Mirtaceas em seu centro de origem, a
Austrélia. Até o momento, 358 espécies nativas de 49 géneros identificados na Australia foram
consideradas suscetiveis a ferrugem (Makinson, 2018). Este fungo infecta e mata as células das
folhas e caules recém expandidos, bem como frutos e flores (Ferreira, 1983; Coutinho et al
1998; Carnegie et al., 2016).

Existem varios esfor¢os para melhorar o conhecimento sobre a biologia de A. psidii, como
a utilizacdo do sequenciamento de seu genoma nuclear (Tan et al., 2014; Tobias et al., 2020);
protedmica de uredinidosporos (Quecine et al., 2016); efeitos das ceras cuticulares na
germinagdo fungica (Santos et al., 2019); confirmacao de seu ciclo de vida sexual (McTaggart
et al., 2018; McTaggart et al., 2020); entre outros.

A éarea total de arvores plantadas no Brasil totalizou 7,83 milhdes de hectares em 2018,

mantendo-se praticamente estavel em relacdo ao ano de 2017. Os plantios de eucalipto ocupam
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5,7 milhdes de hectares desse total, ou seja 73% da area de arvores plantadas, enquanto as areas
com pinus somam 1,6 milhdo de hectares, e outras espécies, entre elas seringueira, acacia, teca
e parica, representam cerca de 590 mil hectares (Instituto Brasileiro de Arvores — IBA, 2019).

O género Eucalyptus, que retine mais de 600 diferentes espécies, € originario da Australia
e da Indonésia, e foi introduzido no Brasil em 1825 com fins ornamentais (Andrade, 1961).
Devido a sua facil adaptagdo, a espécie comegou a ser cultivada no Rio de Janeiro e no Rio
Grande do Sul a partir de 1868, como matéria prima para a producdo de lenha. A expansdo a
nivel comercial ocorreu no inicio do século XX devido ao desenvolvimento da malha
ferroviaria (Pereira et al, 2000).

Atualmente, o eucalipto ¢ considerado uma das principais fontes de matéria-prima para
produzir papel. Em territorio brasileiro, o eucalipto encontrou 6timas condi¢des de clima e solo
para se desenvolver, com crescimento mais rapido que nos demais paises, conferindo também
um alto indice de produtividade (Associagdo Brasileira de Papel e Celulose — Bracelpa, 2019).

O eucalipto tem uso multiplo. Além da producdo de celulose, também ¢ fonte de carvao
vegetal para gerar energia e de madeira solida usada em moveis, pisos, revestimentos e outras
aplicagdes na construcgdo civil. (Associacdo Brasileira de Papel e Celulose — Bracelpa, 2019).

O género Syzygium compreende aproximadamente 1.200 espécies que ocorrem em todo o
mundo. Syzygium ¢ um dos 131 géneros pertencentes a familia das Myrtaceae, que em sua
totalidade possui em torno de 5500 espécies (Sobeh et al, 2018).

O jambo amarelo, Syzygium jambos (sin. Eugenia jambos L.), foi originalmente encontrado
no Sudeste da Asia, mas agora também esta amplamente distribuido nos trépicos (Nawwar et
al, 2016). Sabe-se que o jambo foi introduzido na Mata Atlantica brasileira, no entanto nao
foram encontrados registros sobre a época de introdugdo da planta no pais. No entanto, ¢
bastante sensato acreditar que a as primeiras introducdes tenham ocorrido entre os séculos
XVIII e inicio do século XIX (Carvalho, 2005).

O jambo ¢ botanicamente classificado como um grande arbusto ou arvore de porte pequeno
amédio. A planta ¢ usada, tradicionalmente, no tratamento de hemorragias, sifilis, hanseniase,
feridas, tlceras e doengas pulmonares devido as suas propriedades antipiréticas e anti-
inflamatoérias. Na Indochina, todas as partes das plantas (folhas, cascas ¢ raizes) sdo empregadas
para tratar disturbios do trato digestivo e dos dentes. A decoc¢ao de folhas ¢ usada como anti-
reumatico, diurético e também para aliviar as dores nos olhos (Kuiate et al., 2007; Nawwar et
al, 2016).

Com a expansdo da eucaliptocultura no Brasil nos ultimos anos, propiciou também o

aparecimento de varias doencas florestais, com destaque para a ferrugem das Mirtaceas,
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também conhecida como ferrugem do eucalipto, que afeta principalmente as mudas em viveiro
(Alfenas et al., 2009).

No jambo, o fungo A. psidii ataca indistintamente todos os tecidos novos das plantas em
desenvolvimento. Em plantas adultas, inicialmente aparecem pequenas pontuagdes amareladas
e necroéticas, que evoluem para manchas circulares, necrdticas, de coloragdo amarela, recobertas
por uma densa e pulverulenta massa, de coloragdo amarela - viva, formada pelos uredinidésporos
e teliosporos do fungo. Com o tempo, essa massa amarela desaparece, permanecendo somente
a area necrotica e seca, frequentemente apresentando rachaduras (Aime et al., 2017).

Devido a sua alta suceptibildiade, diversos estudos para o entendimento da ferrugem das
Mirtaceas foram realizados em S. jambos (Tessmann et al., 2001; Uchida e Loope, 2009;
Mohali; Aime, 2016 e McTaggart et al, 2018). Estas evidéncias tornam o S. jambos um
promissor hospedeiro para o estudo de interagdo A. psidii-planta. Entretanto, em relagdo a
questdo econdmica devido aos danos causados pelo patéogeno, as perdas sdo observadas na
eucaliptocultura em todo o mundo (Pegg et al., 2017; Dos Santos et al., 2020).

Diante de tantos prejuizos causados por microrganismos fitopatogénicos os dados gerados
pelo sequenciamento dos genomas de diferentes organismos tém transformado a biologia
voltado para o entendimento da interagdo planta-patogeno (Soanes et al., 2008; Spanu et al.,
2010; Peng et al., 2020).

Recentemente as “Omicas” tém sido amplamente utilizadas nas varias areas das ciéncias da
vida como ferramentas uteis para identificar perfis moleculares, determinar novos
biomarcadores, caracterizar sistemas bioquimicos complexos e esclarecer os processos
fisiopatologicos em varias doengas causadas por fungos biotréficos (Jonkers et al., 2012; Du
plessis; Bakkeren; Hamelin, 2014; PerSoh, 2015; Bindschedler; Panstruga; Spanu, 2016).
Dentre as 0micas, ha diversos estudos relacionados a gendmica e a transcriptomica da interacao
planta-patégeno. Em resumo, a gendmica ¢ o estudo de todo o genoma de um organismo ou um
conjunto de espécies. J& a transcriptomica ¢ a quantificagdo do transcriptoma, o conjunto
completo de transcritos em uma célula e sua abundancia, para um estdgio especifico de
desenvolvimento ou condico fisiologica (Wang; Gerstein; Snyder, 2009). A partir desse estudo
existe a possibilidade de identificar diferencas quantitativas ¢ qualitativas na expressao génica
ao comparar varias populacdes de mRNA e vem tendo um impacto significativo em quase todos
os ramos das ciéncias bioldgicas, em especial no caso do estudo da interagdo planta-patdégeno
(Balmer; Glauser; Mauch-Mani, 2013; Castro-Moretti et al., 2020).

Nao menos importante, mas mais incipiente devido a diversos desafios metodologicos sao

os estudos relacionados a protedmica e metabolomica da interacdo planta-patdgeno. Foi
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somente mediante a integracdo das varias areas do conhecimento com a gendmica, dos
processos de transcri¢cao das informagdes contidas nos genes, com a transcriptomica, que houve
a expansao bem como a compreensdo do conjunto dos produtos destes genes pela protedmica
e r4centemtne pela metabolomica (Espindola et al., 2010).

A proteoma foi definido por Wilkins et al. (1996), como a andlise da expressdo génica
baseada em proteinas, onde o proteoma representa todas as proteinas expressas por um genoma
de uma célula ou de um tipo de tecido. A protedmica permite a analise qualitativa e quantitativa
de um grande numero de proteinas em diferentes situacdes fisioldgicas, revelando com isso um
padrdao da expressdo proteica sobre varios momentos da célula, o que reflete em diferentes
momentos metabdlicos (Liebold; Graack. 2006; Barros et al. 2010). Os métodos de anélises de
protedmica sdo diversos: sistemas hibribo-levedura, gel 2D, espectrometria de massas, entre
outros (Quirino et al. 2010).

Dentre as técnicas citadas acima a espectrometria de massa, ¢ uma das técnicas analiticas
mais poderosa, que pode ser utilizada na identificagdo de proteinas desconhecidas, sendo
possivel a deteccdo das mesmas em concentragdes muito baixas em misturas quimicamente
complexas, permitindo ndo apenas a detec¢do ¢ determinacdo das estruturas destas moléculas
através de experimentos de fragmentacdo, mas também a sua quantificagdo. A combinagdo da
sensibilidade, especificidade, seletividade e rapidez fazem da espectrometria de massas uma
técnica ideal para a andlise de biomoléculas, com destaque a proteinas (Baldwin, 1995;
Hopfgartner; Varesio, 2012). Com todas essas vantagens no uso da espectrometria de massas,
estudos de proteoma de fungos filamentosos sdo recentes, apesar da importancia desses
organismos na industria biotecnolégica, como patégenos humanos e, principalmente, como
causadores de doengas em plantas (Abbai et al, 2016; Li et al, 2017; Kallamadi et al, 2018).

Destaca-se que a metabolomica ¢ frequentemente vista como uma técnica complementar
em relacdo as outras técnicas de gendmica funcional (transcriptomica e protedmica). No
entanto, também oferece vantagens distintas ao tentar entender um patdgeno ou um processo
de interagdo entre organismos (Allwood; Ellis; Goodacre, 2008; Parker et al., 2009). Estes
estudos aliados, tém se tornado uma grande maneira de melhorar o entendimento de processos
biologicos até entdo desconhecidos (Lyu et al., 2015; Felix et al., 2019). Como um estudo
complementar, mediante a necessidade de se estudar e buscar respostas a nivel molecular em
relacdo ao que ocorre na interagdo planta-patdégeno, a metaboldomica surgiu ¢ vem sendo cada
vez mais utilizada no campo das ciéncias bioldgicas (Tenenboim; Brotman, 2016; Chen; Ma;
Chen, 2019; Lykogianni et al., 2020). Com essa tecnologia ¢ possivel realizar a caracterizagao

de uma alta quantidade de metabolitos, onde pequenos compostos moleculares (<1500 Da), que
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constituem os produtos finais do metabolismo celular, fornecem uma impressao digital de um
organismo baseado nas substancias quimicas presentes em um momento especifico
(Cambiaghi; ferrario; Masseroli, 2017). Mais precisamente, estudos metabolémicos envolvem
a identificagdao e quantificacdo de metabolitos, com o objetivo de correlacionar mudangas no
metabolismo de um organismo em resposta a presenca de outro (Mehrotra; Mendes, 2006).

A biossintese de metabolitos secundarios ¢ um dos fatores mais significativos e bem
estudados (Bennett; Wallsgrove, 1994), tendo varios trabalhos descritos na literatura no estudo
de doencas de plantas (Vinale et al, 2008; Mazid et al, 2011; Schmidt et al, 2012; Mookherjee
et al., 2020). Esses metabdlitos sdo fitoquimicos que ndo estdo diretamente envolvidos nos
mecanismos basicos como crescimento, desenvolvimento e reprodu¢do, mas sdo necessarios na
rede ecoldgica das plantas (Dixon, 2001).

A LC-MS (Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometro de Massas) e a GC-MS
(Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas) vém sendo cada vez mais
aplicadas nos estudos envolvendo andlises metabolomicas na interacdo planta-patdgeno
(Lopez-Gresa et al, 2010; Tata et al, 2015; Warth et al, 2015; Mishra et al, 2017). A
Cromatografia Liquida (LC) ¢ uma técnica analitica de facil operacdo, que apresenta alta
robustez, sensibilidade e seletividade (Xiayan; Legido-Quigley, 2008), sendo considerada uma
técnica abrangente no que se refere a classe de compostos a serem analisadas, devido a grande
variedade de fases estaciondrias disponiveis, além dos diferentes modos de separagdo, como a
eluicdo em fase reversa (fundamentalmente particao), com ou sem pareamento i0nico, interacao
hidrofilica, e troca idnica (Zhou et al., 2012). As vantagens da analise de GC-MS incluem alta
eficiéncia de separagdo e boa reprodutibilidade, mas muitos compostos contendo grupos polares
requerem derivatizacdo em pré-coluna para alcangar uma boa separacao (Kuhara et al., 2011).
A maior vantagem do GC-MS ¢ que este método pode usar bibliotecas para identificagao
estrutural e um grande nimero de bibliotecas podem ser recuperadas (Halket et al., 2005).

Para elucidar a intera¢do entre fungos biotroficos e plantas, alguns estudos baseados em
metabolomica foram publicados (Ali et al, 2013; Zhang; Becker et al, 2015; Do Nascimento et
al, 2019). No entanto ¢ necessario realizar cada vez mais estudos relacionados a interagdao
planta-patdgeno, a partir de analises protedmicas e metabolomicas, para obter mais respostas e
entender o processo como um todo.

Visando colaboarar com a melhor comprrensdao da complexa interagdo entre A. psdii (MF-
01; GM-J1) e seus dois principias e mais bem esudados hospedeiros E. grandis e S. jambos, o

presente estudo levantou as seguites hipoteses:
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Capitulo 1 —Mesmo ocorrendo a infec¢dao cruzada, urediniosporos de A. psidii (MF-01)
provenientes de diferentes hospedeiros possuem um arsenal proteico especifico, fruto da
modulagdo da interagdo patdgeno-hospedeiro;

Capitulo 2 — Syzygium jambos possuem alta suscetibilidade a A. psidii (GM-J1) o que reflete
na alta infec¢do do hospedeiro bem como alteragdes do perfil proteico do patdégeno e do
hospedeiro durante o processo de infecgao;

Capitulo 3- O perfil metabolico e proteico de E. grandis ¢ alterado mediante infe¢do por

Austropuccinia psidii (MF-01).
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2. ANALISE PROTEOMICA DE UREDINIOSPOROS DE Austropuccinia psidii
PROVENIENTES DE Eucalyptus grandis E Syzygium jambos

Resumo

Os fungos causadores da doenca conhecida como ferrugem sio um dos grupos mais especificos de
patoégenos obrigatérios em plantas. Austropuccinia psidii (syn. Puccinia psidii, Sphaerophragmiaceae,
Pucciniales) ¢ um fungo Basidiomiceto que alcancou uma grande ocorréncia de doenca conhecida como ferrugem
das Mirtaceas em partes do mundo, doenga em aproximadamente 73 géneros e 460 espécies de Myrtaceae. Entre
os hospedeiros da doenga, incluem as espécies Eucalyptus grandis importante para a industria florestal e Syzygium
jambos, com grande funcgdo bioldgica no entendimento do ciclo da doenga devido a sua alta suceptibilidade ao
patogeno. Infecgdes por A. psidii sdo frequentemente observadas a partir de urediniésporos assexuados, que podem
percorrer grandes distancias devido a acdo do vento ou chuva. Sendo os urenididsporos, a primeira estrutura
fingica com um qual o hospeiro tem contato, o seu perfil proteico ¢ de suma importancia para a melhor
compreensdo do arsenal molecular associado ao estagio inicial de infec¢do desse patdgeno de acordo com os
hospedeiros de origem. Inicialmente foi realizado um ensaio in vitro visando avaliar a germinagdo de
uredinidsporos de MF-01 e GM-J1, provenientes de E. grandis e S. jambos respectivamente, mediante estimulo
do meio 4gar-agua e em meio agar-agua + 0,5% de 6leo mineral. A partir do estudo in vitro foi possivel observar
que o estimulo 6leo mineral (0,5%) apresentou melhores resultados quanto a germinagdo dos urediniosporos,
chegando a 52,6% de germinagdo em MF-01 e 17,9% em GM-J1 respectivamente. Os uredinidosporos MF-01 e
GM-J1 também foram avaliados quanto ao perfil de proteinasvisando o melhor entendimento do arsenal de
proteinas incial presentes nesta importante estrutra de infec¢@o. Para tanto, a protedmica foi realizada por meio do
espectrometro de massas LTQ Orbitrap Velos acoplados a um instrumento NLC de LC (MS-MS / MS) por um
sistema EASY. Foi possivel identificar 819 proteinas totais (incluindo comuns e exclusivas) a partir da analise de
uredinidésporos MF-01, sendo 74 que mais contribuiram para as diferencas de abundéncia; e,798 proteinas totais
(incluindo comuns e exclusivas) em uredinidosporos GM-J1, sendo 65 que mais contribuiram para as diferengas de
abundancia. As proteinas dierencialmente abundantes foram identificadas a partir da analise VIP pelo programa
Metaboanalyst. Dentre as que mais contribuiram para as diferengas de abundancia, as proteinas serina / treonina-
proteina fosfatase, aspartato aminotransferase e sacaropina desidrogenase merecem destaque em urediniésporos
de MF-01. Enquanto proteinas como proteinas difosfomevalonato descarboxilase, GMP sintase e adenilosuccinato
sintetase foram classicadas como as que mais contribuiram para as diferencas de abundancia e associadas a
urediniosporos de GM-J1. Essas proteinas selecionadas sdo importantes nos processos iniciais de infec¢do do
patoégeno em plantas suscetiveis e pertencentes as rotas metabolitas importantes, podendo ser um indicativo para
a producdo de uma droga antifiingica, o combate ao patdgeno em estagios iniciais da doenga.

Palavras-chave: protedmica; ferrugem das Mirtaceas; urediniésporos; processo de infecgdo.

Proteomic analysis of urediniospores of Austropuccinia psidii from Eucalyptus grandis
and Syzygium jambos

Abstract

The fungi that cause the disease known as rust are one of the most specific groups of pathogens required
in plants. Austropuccinia psidii (syn. Puccinia psidii, Sphaerophragmiaceae, Pucciniales) is a Basidiomycete
fungus that has reached a large occurrence of a disease known as Mirtacea rust in parts of the world, a disease in
approximately 460 in several types of 73 genera of Myrtaceae. Among the hosts of the disease, include the species
Eucalyptus grandis important for the forestry industry and Syzygium jambos, with great biological function in
understanding the disease cycle due to their high susceptibility to the pathogen. 4. psidii infections are often seen
from asexual urediniospores, which can travel great distances due to the action of wind or rain. Since
urenidiospores are the first fungal structure with which the hospeiro has contact, their protein profile is of
paramount importance for a better understanding of the molecular arsenal associated with the initial stage of
infection of this pathogen according to the host of origin. Initially, an in vitro test was carried out to evaluate the
germination of MF-01 and GM-J1 uredinospores, from E. grandis and S. jambos, respectively, by stimulating the
agar-water medium and agar-water medium + 0.5 % of mineral oil. From the in vitro study it was possible to
observe that the mineral oil stimulus (0.5%) showed better results regarding the germination of the urediniospores,
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reaching 52.6% of germination in MF-01 and 17.9% in GM-J1 respectively. The urediniospores MF-01 and GM-
J1 were also evaluated for protein profile in order to better understand the initial protein arsenal present in this
important infection structure. For this purpose, proteomics was performed using the LTQ Orbitrap Velos mass
spectrometer coupled to an LC NLC instrument (MS-MS / MS) by an EASY system. It was possible to identify
819 total proteins (including common and exclusive) from the analysis of MF-01 urediniospores, 74 of which are
differentially abundant; and, 798 total proteins (including common and exclusive proteins) in GM-J1
urediniospores, 65 of which are differentially abundant. Dierentially abundant proteins were identified from the
VIP analysis by the Metaboanalyst program. Among the differentially abundant proteins, serine / threonine-protein
phosphatase, aspartate aminotransferase and sucropine dehydrogenase deserve to be highlighted in MF-01
urediniospores. While proteins such as diphosphomevalonate decarboxylase proteins, GMP synthase and adenyl
succinate synthase have been classed as differential abundantly and associated with GM-J1 urediniospores. These
selected proteins are important in the initial pathogen infection processes in susceptible plants and belonging to
important metabolic routes, and may be indicative for the production of an antifungal drug, the fight against the
pathogen in the early stages of the disease.

Keywords: proteomics; myrtle rust; urediniospores; infection process.

INTRODUCAO

Os fungos causadores de ferrugem (Basidiomycota, Pucciniales) sdo um grupo
diversificado e incomum de patdégenos vegetais, pois sdo capazes de infectar uma grande gama
de géneros e espécies de plantas hospedeiras (Morin et al., 2012). Assim, os mesmos s3o
classificados como um dos grupos mais importantes em termos econdémicos de patdgenos de
plantas cultivadas (Cummins; Hiratsuka, 2003; Aime et at., 2006). Esses patdgenos sio
parasitas caracterizados como biotroficos obrigatodrios, capazes de absorver nutrientes das
células do hospedeiro sem, no entanto, causar a morte da planta hospedeira (Cummins;
Hiratsuka, 2003).

Os fungos causadores de ferrugem sio patogenos especificos do hospedeiro que possuem
um ciclo de vida extremamente complexo. Uma Unica espécie pode necessitar de duas plantas
hospedeiras nao relacionadas para completar seu ciclo de vida; outras ferrugens possuem ciclos
de vida menos complexos, onde um ou mais dos estagios de producdo de esporos sexuais pode
estar ausente (Aime et al., 2017). Em ambos os casos, os esporos produzidos por esses
patdgenos sdo as estruturas principais de infec¢do do hospedeiro.

Destaca-se como relevante ferrugem presente no Brasil a Austropuccinia psidii (conhecido
também como Puccinia psidii), agente causal da ferrugem das Mirtaceas. A. psidii ¢ um fungo
Basidiomiceto da ordem Pucciniales primeiramente descrito por Winter (1885), em goiaba
(Psidium guava) no Brasil. Recentemente seu género foi reclassificado na familia
Sphaerophragmiaceae por Beenken (2017) de acordo com andlises morfologicas e

filogenéticas.
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Os estagios do ciclo de vida de A. psidii incluem uredinidsporos, um estadgio de esporo
clonal dicariodtico, e telidosporos diploides que produzem basididsporos a partir de meiose.
Basidiosporos maduros possuem dois nucleos, mas ainda ndo se sabe se estes sdo hetero ou
homocarioticos (Morin et al. 2014; McTaggart et al. 2018). Havia sido descritos dois diferentes
ciclos de vida de 4. psidii. Coutinho et al. (1998) sugeriu que a conclusdo do ciclo de vida de
A. psidii ocorre em um Unico hospedeiro, sem que haja a presenca do estdgio espermogonial e
formagao de aeciosporos. J&4 Ruiz et al. (1989) e Simpson et al. (2006) relataram que os estagios
espermogonial e aecial podem estar presentes em hospedeiros alternativos, porém até entdo,
desconhecidos. No entanto atualmente ¢ aceito que a Unica fase ainda desconhecida sobre o
ciclo de A. psidii ¢ a fase espermogonial, o estagio I (aécio) (Figura 1.1) foi observado por
Figueiredo (2001 apud Glen et al., 2007), observando que os aecidésporos sdo indistinguiveis

morfologicamente dos uredinidsporos.
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Figura 1.1. Esquema do ciclo de vida de Austropuccinia psidii. Apenas o estagio 0 (espermagonial) ainda nao foi
descrito. Figura modificada de Glen et al., 2007.

Em vérios fungos fitopatdgenos, incluindo 4, psidii (Sedlarova et al., 2016; Pétriacq;
Stassem; Ton, 2016) os esporos sdo encontrados em grandes quantidades no meio ambiente ¢
sdo essenciais para a dispersdo e sobrevivéncia de muitas espécies (Moore-Landecker, 2011;
Kochkina et al., 2012). Os esporos de maneira geral podem suportar temperaturas severas (Pinto

et al.,, 2020), dessecacdo e altos niveis de radiagdo e exposicdo a radicais (Holloman;
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Schirawski; Holliday, 2007) dentre outras condigdes fatais para muitas outras formas de vida.
As condigdes ideais para a germinacdo podem incluir, entre outros, a introducao de nutrientes,
a presenca de luz, a modulacao da temperatura, as mudancas na osmolaridade, as mudancas de
pH, a remocao de fatores de dorméncia e a introduc¢ao de moléculas de sinalizagdo extracelular
(Alavi et al., 2013; Turgeman et al., 2016; Van Long et al., 2017 ).

Apos a germinagdo dos seus esporos, os fungos fitopatogénicos conseguem atingir o interior
da planta por pressdao mecanica a partir do apressorio, além de utilizar oxidases, esterases,
cutinases, lipases e enzimas que degradam a parede celular, a tornando menos rigida e
facilitando a entrada do fungo (Bellincampi; Cervone; Lionetti et al., 2014). No caso de A.
psidii, o uredinidsporo € o tipo de esporo mais comum e a principal estrutura de disseminacio,
e que podem ser constantemente produzidos em inoculacdes naturais e artificiais em
hospodeiros suscetiveis Ferreira (1983 apud Quecine et al., 2016).

Uma vez que os fungos biotréficos como as ferrugens chegam ao interior do tecido vegetal,
o patogeno desenvolve estruturas especializadas conhecidas como haustorios. Estes, por sua
vez, fornecem nutrientes suficientes para o desenvolvimento do patégeno e suprimem as
respostas de defesa do hospedeiro (Dodds et al., 2009). No entanto, as caracteristicas
moleculares que conduzem adaptacdes a uma associacdo biotrofica obrigatdria com
hospedeiros vegetais ainda ndo sdo totalmente conhecidas (Ridout et al., 2006).

Neste sentido, a protedmica se torna uma ferramenta potencial para entender os mecanismos
moleculares subjacentes as interagdes fungicas com o ambiente, como por exemplo identificar
as proteinas presentes em urediniosporos coletados apds a infec¢do de um hospedeiro suscetivel
¢ hospedeiro dependente. Atualmente muitos trabalhos utilizando a protedmica como
ferramenta para estudos de interacdo entre planta-patdogeno vem sendo desenvolvidos
(Figueiredo et al., 2017; Jashni et al., 2019; Bheri; Bhosle; Makandar, 2019; Rampitsch et al.,
2019), mas poucos sdo realizados para o estudo de proteinas provenientes de esporos.

Quecine et al (2016) avaliaram o perfil proteico de populagdes de de uredinidésporos de A.
psidii coletados de frutos de goiaba (Psidium guajava) e de folhas e eucalipto (Eucalyptus
grandis). Os autores identificaram 340 proteinas que mais contribuiram para as diferencgas de
abundancia. Os resultados obtidos permitiram identificar diversos fatores de patogenicidade do
fungo e correlacionar com a variagdo fisioldgica fungica como uma possivel estratégia
especifica de interagdo com o hospedeiro durante o processo de infeccio.

Assim, um estudo protedmico a partir de urediniésporos de A. psidii provenientes isolados
provenientes e rotineiramente cultivados em seus respectivos hospedeiros Syzygium jambos e

Eucalyptus grandis vem completar estudos prévios realizados, aumentando o conhecimento do
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arsenal proteico presente nos uredinidsporos desse importante patogeno e pode auxiliar num
melhor entendimento de como este patdgeno se comporta em diferentes hospedeiros

pertencentes @ mesma familia botanica no periodo que antecede o processo de infeccio.

MATERIAL E METODOS
Material Biologico

Dois experimentos independentes foram conduzidos para a obtengdo de uridinidsporos.
Trés plantas de Syzygium jambos e trés plantas de Eucalyptus grandis suscetiveis foram
preparadas, aclimatadas e inoculadas com urediniésporos numa concentragio de 10°
urediniésporos mL™! em solugio contendo 0,05% de Tween 20.

Em cada planta foi borrifado 10 mL da solugdo de uredinidsporos, tanto na face adaxial
quanto abaxial das folhas. Em seguida as plantas permaneceram, durante um periodo de 48
horas, dentro de sacos plésticos transparentes para manter a umidade e auxiliar numa melhor
germinacdo dos esporos. Sendo ainda, mantidas no escuro durante as primeiras 24 horas apos
a inoculagdo. As plantas permaneceram em camara de crescimento sob condigdes de
temperatura (20°C) e luz (12 horas de luz e 12 horas de escuro) controladas. Em ambos os
experimentos o delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

Plantas de jambo foram inoculadas com urediniésporos (GM-J1) isolado previamente de
plantas de jambo e fornecidos pela EMBRAPA Jaguariuna-SP (Lopes, 2017). J& as plantas de
eucalipto foram inoculadas com urediniésporos (MF-01) isolado previamente de uma
populagio de campo instalada no municipio de Itapetininga-SP (Leite, 2012). Ambos isolados
sdao armazenados em freezer (-80°C) e pertencem a colecdo do Laboratério de Genética de
Microrganismos “Prof. Jodo Lucio de Azevedo”. Esses isolados sdo rotineiramente repicados

em seus respectivos hospedeiros para manuteng¢do dos mesmos.

Ensaio de germinacio de urediniosporos MF-01 e GM-J1 in vitro

O ensaio de germinagao de uredinidsporos foi realizado in vitro. Os uredinidésporos de A.
psidii coletados de 3 plantas de E. grandis ¢ S. jambos, MF-01 ¢ GM-J1 respectivamente, 16
d.a.i (dias apds a inoculagdo) foram pesados em porgdes de aproximadamente 3 miligramas e
espalhados, separadamente, com auxilio de pincel em placas de Petri com 10 cm de didmetro.
Estes foram entdo incubados por 24 horas a 20°C no escuro de acordo com a metodologia

proposta por Wietholter et al, 2003. Os meios de cultura utilizados foram o 4gar-dgua (8g.L™"),
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distribuindo 20 mL por placa dde Petri, bem como 4gar-agua (8g.L") adicionado de 0,5% de
uma fonte lipidica (Furtado et al, 2003). Os tratamentos foram: meio agar-agua +
uredinidsporos 4. psidii MF-01; meio agar-agua + urediniosporos A. psidii GM-J1; meio agar-
agua + 6leo mineral + urediniosporos 4. psidii MF-01; meio agar-dgua + 6leo mineral +
urediniosporos A. psidii GM-J1. Foram utilizadas 2 placas para cada repeticdo biologicas,
plantas, por tratamento, sendo o ensaio realizado em triplicata. Em cada tratamento foram
contados dois mil esporos com ajuda do software Image tool (Versdo 3.0). A andlise estatistica

foi realizada mediante teste de Tukey (p<0.05) no programa estatistico R (Gandrud, 2013).

Extracio de proteinas

Urediniosporos de 4. psidii MF-01 e GM-J1, coletados respectivamente de S. jambos ¢ E.
grandis, 16 h.a.i foram submetidas a extra¢do de proteinas. Inicialmente os uredinidsporos
foram triturados em almofariz com o auxilio de nitrogénio liquido. Em seguida as amostras
foram pesadas, separando 100 gramas de material para cada repeti¢ao.

Em cada tubo com uredinidsporos triturados foi adicionado 5 mL do tampao de extracdo
[0,5 M Tris-HCI pH 7,5; 0,7 M Sacarose; 0,1 M Cloreto de potassio; 50 mM EDTA; 1mM
PMSF; 2% (v/v) B-mercaptoetanol e 1% (m/v) PVPP (Hurkman; Tanaka, 1986). Em seguida
as amostras foram submetidas a agita¢do (70 rpm) constante por 30 minutos imersos em caixa
de isopor com gelo triturado. Logo apo6s foram adicionados 5 mL de uma solugdo de fenol
equilibrado com 10 mM de Tris-HCI pH 8, sendo novamente submetidos ao gelo e agitacdo
constante (70 rpm) por 30 minutos, com posterior centrifugacdo por 30 minutos a 10.000g a
4°C. O sobrenadante foi recuperado e o processo de adicao do tampao de extragdo, seguido de
agitacdo e centrifugacdo, foram realizadas por trés vezes. O sobrenadante foi recuperado e
transferidos para novos tubos, sendo adicionado 10 mL do tampao de precipitagdo (metanol
100% + 0,1 M acetato de amonio), mantendo as amostras a -20°C overnight. No dia seguinte
procedeu-se da centrifuga¢@o por 20 minutos, a 16.000g e 4°C para obtencdo do pellet proteico.
Os pellets foram entdo lavados com um tampao contendo metanol 100% + 0,1 M de acetato de
amonio. Esta lavagem foi realizada trés vezes, e entre cada lavagem as amostras foram
centrifugadas (16.000g a 4°C), e tinham o sobrenadante descartado. Em seguida 10 mL do
tampao foi adicionado e se procedeu do repouso por 1 hora a -20°C. Apds estas lavagens ¢ a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e se adicionou as amostras 20 mL de outro tampao

de lavagem com acetona 100%, sendo submetidas por 1 hora a -20°C. Seguiu-se novamente a
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centrifugacao 16.000g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram
secos em dissecador a 4°C por 24 horas.

Entdo as proteinas totais provenientes da extragdo foram ressuspendidas em 300 pL. de tampao
de solubilizacdo - TCT [7 M uréia, 2 M tiuréia, 10 mM DTT e 0,4% (v/v) Triton X-100], sendo
em seguida centrifugados por 30 minutos a 16000g e 4°C. O sobrenadante foi transferido para

novos tubos e estocados em ultrafreezer a -80°C.

Dessalinizacio das amostras

A dessalinizacdo foi realizada com o auxilio de filtros Amicon®Ultra 3KDa (Millipore),
onde ocorreu a substitui¢do do tampao de solubilizacdo ao qual as amostras foram submetidas
por um tampao com bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8,5, de acordo com as normas indicadas
pelo fabricante. Inicialmente as colunas foram hidratadas com 400 uL de 4gua grau MS (Sigma-
Audrich), seguindo da centrifugacdo a 14000 g e 18°C por 10 minutos. Posteriormente foram
adicionados aos filtros as amostras no seu volume total (300uL da amostra adicionado de 100pL.
de agua grau MS), e centrifugadas como mencionado anteriormente. Em seguida foram
adicionados sempre 400uL de bicarbonato de amoénio 50mM com posterior centrifugacdo a
14000 g e 18°C por 10 minutos. Este procedimento foi realizado 5 vezes. Finalmente as
amostras foram estocadas a -80°C até se realizar a digestdo. Estas estavam em volume final de

300 pL.

Quantificaciao de proteinas

A quantificagdo de proteinas presente em cada amostra do estoque (300 pL) foi realizada de
acordo com o método descrito por Bradford (Bradford, 1976), com o auxilio de um kit
comercial Biorad® e aparelho espectrofotdometro (Hitachi modelo U-3300). As leituras de
absorbancia foram feitas com comprimento de onda de 595nm, com trés repeti¢cdes. A partir
das repetigdes foram calculadas as médias, e estas utilizadas na equagao da reta para obtengao
da curva padrdo. Assim foram obtidas a concentracdo de proteinas de cada amostra. Desta
forma, para cada amostra 25 ug de proteinas foram separadas em aliquotas para a realizacao da

digestao.
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Digestiao das proteinas

Uma aliquota de 25 ug de proteina foi aplicada em gel de poliacrilamida 12% (Laemmli,
1970). Este volume foi somado ao tampao de desnaturacao (0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 10%
(v/v) glicerol, 10% (m/v) SDS, 5% (v/v) B-mercaptoetanol e 1% (m/v) Bromofenol Blue),
obtendo-se um volume final de 30uL. A corrida no gel ocorreu por 1 hora, a uma voltagem
constante de 50 volts.

Apos a corrida do gel, este foi transferido para uma solu¢do fixadora [40%(v/v) etanol e
10%(v/v) acido acético) por 1 hora, visando a imobiliza¢ao das proteinas no gel. Em seguida o
gel foi transferido para uma solugdo contendo o corante Comassie Blue G250, de acordo com
Candiano et al. (2004). Finalmente o gel foi lavado em agua Miliq até serem observados os
perfis proteicos de cada amostra. Em seguida, cada banda referente as proteinas totais da
amostra, foi retirada e fragmentada em pedacos de aproximadamente 1 mm, realizando, por
conseguinte, a digestdo a partir do gel de acordo com Shevchenko et al. (1996). As bandas
excisadas foram desidratadas em 100 pL acetonitrila 100% por 5 minutos, sendo em seguida
removida e seca em centrifuga a vacuo. Foi entdo adicionado 10 mM de ditiotreitol (DTT) em
100 mM de NH4HCO3, em volume suficiente para cobrir os pedacos de gel para a reducdo das
proteinas durante 1 hora a 56 °C. As amostras foram resfriadas até atingir a temperatura
ambiente, ¢ entdo a solu¢do de DTT foi substituida por aproximadamente o mesmo volume de
55 mM de iodoacetamida em NH4HCO; (100 mM). Apds 45 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente no escuro, vortexando a cada 9 minutos, os fragmentos de gel foram
hidratados com 100 pL. de NH4sHCOs; 100 mM por 10 minutos, sendo entdo novamente
desidratados pela adi¢do de 100 puL de acetonitrila 100%, realizando este procedimento de
hidratagdo e desidratacdo por mais uma vez. A fase liquida foi removida, e os pedagos de gel
foram completamente secos em uma centrifuga a vacuo. Posteriormente foi adicionado ao gel
um tampdo de digestdo de NH4sHCO3 50 mM, CaCl, 5 mM de e 12,5 ng / pL de tripsina)
mantendo a amostra em gelo picado. Depois de 45 minutos, o sobrenadante foi removido e
substituido por 100 pL do mesmo tampao, mas sem tripsina. O gel se manteve submerso ao
tampao durante a clivagem enzimatica (37 © C, durante a noite).

Os peptideos foram recuperados pela adigdo de NH4sHCO3 20 mM por uma vez e pela adigao
de acido férmico a 5% em acetonitrila a 50% por trés vezes. Entre uma troca e outra de solugdes
realizou-se o descarte ¢ secagem da fase liquida, as amostras ficaram em repouso durante 20

minutos a temperatura ambiente.



37

Apos a digestdo dos peptideos as amostras foram purificadas conforme descrito por

Rappsilber, Mann e Ishihama (2007).

Analise por cromatografia liquida de alta resolucio e espectrometria de massa (LC-

MS / MS)

Uma aliquota de 4,5 uLL da mistura resultante de peptideos de cada amostra foi carregada
no espectrometro de massa LTQ Orbitrap Velos (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) conectado a um instrumento NLC de LC (MS-MS / MS) por um sistema EASY (Proxeon
Biosystems, West Palm Beach, FL, EUA) com uma fonte de ions de eletrodos por pulverizacao.

Os peptideos foram separados por gradiente de acetonitrila entre 2% e 90% em dacido
formico a 0,1% usando uma coluna analitica Pico (20cm x ID75 pm, tamanho de 5 pm, novo
objetivo, Woburn, MA, EUA), com uma taxa de fluxo de 300nL.min"! por 45 minutos. Em
seguida, os “nanoelectrospray” repeliram a tensdo de 1,7kV a 275 °C. Todos os métodos
referentes ao equipamento foram configurados no modo de aquisicdo dependente de dados. A
varredura completa dos espectros de MS (m/z 300-1600) foi adquirida pelo analisador Orbitrap
apo6s a acumulagdo no valor-alvo de 1e76. A resolucao no Orbitrap foi definida como r = 60.000
e os ions peptidicos mais intensos com os estados de carga >2 foram isolados sequencialmente
para um valor-alvo de 5.000 ¢ fragmentados usando CID de baixa energia (energia de colisdo
normalizada em 35%). O limite do sinal para acionar um evento MS/MS foi definido para 1.000
contagens. A exclusdo dinamica foi ativada com uma lista de tamanho de exclusio de 500, com
duracdo de exclusdao de 60 segundos e contagem de repeti¢cdes de 1. Foi usada uma ativacao q

= 0,25 e tempo de ativacdo de 10ms.

Analise de dados

Os espectros MS/MS foram gerados a partir do arquivo de dados brutos com o Software
Protomas 1.3 (ThermoFisher Scientific) utilizando o mecanismo de busca Sequest (Thermo
Finnigan, San Jose, CA, EUA; versdo 1.4.0.288). Os parametros utilizados foram: oxidagao de
metionina (+ 15.995Da) como modificagdo ndo variavel, tolerancia de 10ppm para precursor e
1,0 Da para ions fragmentos. Para quantificacdo de proteinas, os arquivos de dados foram
analisados no Scaffold Q + (versdo Scaffold 4.4.1.1, Proteoma Software, Inc., Portland, OR,
EUA) e o valor quantitativo (contas espectrais normalizadas) foram obtidos com os limiares de

proteina com uma probabilidade maxima de 90% e pelo menos um peptideo com limiares
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estabelecidos com uma probabilidade minima de 60% e cortes de X +1> 1,8, +2>2.2,+3>25
e +4> 3,5 para manter menos que 1% de FDR. Somente peptideos com um minimo de cinco
residuos de aminoacidos, w que apresentaram limiar significativo (p <0,05) no sistema de base
de pesquisa, foram considerados como produto da clivagem de peptideos. O peptideo foi
considerado unico, diferenciado no residuo de aminoacido pelo menos 1; peptideos
covalentemente modificados, incluindo alongamento do terminal N ou C (isto é, clivagens
perdidas) foram contados como Unicos, e diferentes estados de carga do mesmo peptideo e
modifica¢des nao foram contados como unicos.

Os espectros foram adquiridos usando o software MassLynx ™ v.4.1 (Waters Corporation,
Milford, MA, EUA) e os arquivos de dados brutos foram convertidos para um formato de lista
de pico (.mgf, formato genérico do Mascot) sem adicionar as varreduras. Como banco de dados,
tanto para a analise de proteinas provenientes dos esporos do jambo quanto para o eucalipto,
foi utilizado proteinas preditas no genoma de A. psidii MF-01. Resumidamente, o
sequenciamento de A. psidii (MF-01) foi realizado utilizando vérias tecnologias de
sequenciamento: MiSeq, Hiseq2500 (Pair end e Mate Pair), PacBio e Roche 454. Os dados
foram processados, montados e anotados usando varios programas: SPAdes (v.3.9 .1),
RepeatMasker (v. 4.0.7), TopHat, Augustus (v. 1.1), PASA (v. 2.1.0), EvidenceModeler (v
1.1.1), Blast (v. 2.6.0), InterproScan, Blast2go (v. 4.1.9 PRO), entre outros (Altschul et al.,
1990; Trapnell; Pachter; Salzberg, 2009; Conesa et al., 2005). O alinhamento dos dados
RNASeq foi realizado com o genoma de referéncia mascarado de A. psidii (sem a presenga de
elementos transponiveis e retrotransposons) que contém 47.121 ORFs (dados ndo publicados).

A quantificagdo relativa de cada proteina na mistura foi determinada pelo indice de
abundancia de proteinas exponencialmente modificado (emPAI), obtido no software Mascot
Distiller (Ishihama et al., 2005). Os parametros de pesquisa incluiram tripsina como protease,
com um maximo de 1 clivagem perdida; carbamidometilagdo da cisteina como modificagdo
fixa e oxidag¢dao da metionina como modificacao variavel. Foi utilizada tolerancia de 0,1 Da para

precursor (MS) e fragmento (MS / MS) de ions e massa molecular monoisotdpica.

Categorizacio funcional

As proteinas obtidas foram anotados com termos provenientes do Consorcio Gene
Ontonlogy (GO) (Ashburner et al. 2000) (http://www.geneontology.org) por meio do programa
Blast2GO (Conesa et al., 2005). A obtengdo dos GO termos foi realizada a partir das sequéncias

obtidas pelo blastX e seu mapeamento seguido da anotagdo dos GO termos em trés distintas
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categorias funcionais: processo bioldgico, funcdo molecular e componente celular. Foram
utilizados os parametros padrdes indicados pelo programa.
A partir das anotagdes foram gerados graficos com GO termos. Essas anotagdes foram

previamente simplificadas utilizando o recurso GOSlim do programa.

Analise estatistica

As proteinas que mais contribuiram para as diferencas de abundancia entre os tratamentos

analisados foram acessadas a partir do programa online MetaboAnalyst4.0

(https://www.metaboanalyst.ca/ ). A matriz de dados gerados (com as proteinas que foram

encontradas em pelo menos duas, das trés repeticdes) foi normalizada por transformag¢do em
log (log transformation) e dimensionados por pareto (pareto scaling), a fim de auxiliar na
comparagdo dos dados. Como andlise univariada foi realizado a ANOVA. Anadlises
multivariadas também foram geradas, como PLS-DA (andlise discriminante de minimos
quadrados parciais), e VIPs (importancia das varidveis nas proje¢des multivariadas) com score
> 1 (Akarachantachote; Chadchan; Saithanu, 2014). A partir destas analises foi possivel
identificar os fatores que mais contribuiram para as diferengas de abundancia entre as proteinas

na comparagao entre tratamentos.

RESULTADOS

Germinacio de urediniosporos de A. psidii provenientes de E. grandis (MF-01) e S.
jambos (GM-J1)

O ensaio de germinagdo dos uredinidsporos de A. psidii provenientes de plantas de E.
grandis (MF-01) e S. jambos (GM-J1) demonstrou diferencga estatistica quando comparado os
meios agar-agua e 6leo mineral (Figura 1.2). Tanto para os urediniésporos MF-01, quanto para
os GM —J1 a maior taxa de germinagdo foi observada no tratamento com a presenga do dleo
mineral, chegandohegando a 52,6% de germinacao de uredinidosporos MF-01 ¢ de 17,9% de
germinagdo de urediniosporos GM-J1. No tratamento composto por meio agar-agiia somente

ndo houve diferenca entre ataxa degermancao de MF-01 e GM-J1 (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Taxa de germinagdo de urediniosporos MF-01 e GM-J1 de A. psidii coletados de plantas de E. grandis
e S. jambos respectivamente. O ensaio foi realizado in vitro e analisado 24 horas apds inoculacdo. As barras
representam o desvio padrdo de 3 repetigoes. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05) de acordo
com o teste de Tukey.

Protedmica de urenidiosporos de A. psidii provenientes de E. grandis (MF-01) e S. jambos

(GM-J1)

Foram obtidos no total, 1.028 proteinas relacionadas ao fungo A. psidii. Destas, 819
foram identificadas em urediniésporos provenientes de plantas de E. grandis e 798 estavam
presentes nos uredinidsporos coletados de plantas de S. jambos. Em relagdo ao total de proteinas
identificadas, 589 proteinas foram comuns entre os uredinidésporos de A. psidii provenientes de
diferentes hospedeiros. Foram observadas 209 proteinas exclusivas em GM-J1 e 230 proteinas

exclusivas em MF-01. (Figura 1.3).
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GM-J1 MF-01

Figura 1.3. Proteinas identificadas em uredinidésporos de 4. psidii. Foram encontradas 209 e 230 proteinas
respectivamente em GM-J1e MF-01 e 589 comuns a ambos isolados.

Por meio da PLS-DA foi possivel observar uma separacdo bem evidente entre o perfil
proteico de urediniosporos provientes E. grandis (MF-01) e S. jambos (GM-J1). Uma evidéncia
deste contraste, em detrimento da separagdo em dois grupos distintos, ¢ a soma dos

componentes (X+Y), que foi igual a 61% (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) demostrando a separagéo das repeti¢des dentro
do mesmo grupo, relacionados as amostras coletadas de uredinidésporos de E. grandis (MF-01) e de S. jambos
(GM-J1). R2=0,99; Q%= 0,98. O grafico foi gerado pelo programa Metaboanalyst.

Por meio de um agrupamento hierarquico de similaridade foi observado uma separagao
entre as amostras de acordo com seu grupo, baseado na correlagdo de Pearson e na correlagao

de Spearman. A partir disto, ficou evidente a separa¢do em dois grandes grupos distintos
(Figura 1.5).
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Figura 1.5. Dendograma gerado a partir de proteinas identificadas de urediniosporos MF-01 e GM-J1. O grafico
foi gerado pelo programa Metaboanalyst, podendo observar dois grupos representados por cada um dos isolados.
O nivel de similaridade entre os agrupamentos/repeti¢des ¢ medido com base na barra horizontal localizada abaixo
do grafico.

Por meio do BLAST2GO foi observada uma maior quantidade de proteinas com GO
termos: Avaliamos duas populagdes da mesma espécie de fungo e observamos um grande
numero de proteinas cujos niveis mudaram entre as amostras, bem como a presenga de proteinas
unicas em ambas as amostras. Optamos por realizar a analise de proteinas da populagdo de
fungos com base no fato de que o P. psidii tem um estilo de vida biotréfico. Nao ha relato de
seu crescimento e multiplicagdo em meios sintéticos. Sendo incapaz de crescer fora do
hospedeiro, ¢ dificil caracterizar o proteoma de outra estrutura fingica. Portanto, ¢ trabalhoso
produzir esporos usando plantas para crescimento ¢ purificacdo dos isolados. Durante este
processo, a selecdo artificial pode ocorrer potencialmente produzindo um patdgeno mais
agressivo dependendo do hospedeiro. Alguns estudos, que utilizaram diferentes métodos e
equipamentos, encontraram maior numero de proteinas do que os 340 descritos para P. psidii.

Por exemplo, Bindschedler et al. encontrado 441 (Fig 1.6).
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Figura 1.6. Ontologia genética de termos de processos biologicos na analise protedmica. O grafico de barras
representa a propor¢ao de% da composicao do termo na protedmica dados.

Dentre as 1.028 proteinas totais, foram encontradas 139 com VIP score > 1.5, sendo
estas as que mais contribuiram para separacdo dos grupos MF-01 e GM-J1. Destas, 74 e 65
(entre exclusivas e comuns) proteinas foram as que mais contribuiram para as diferengas de

abundancia, identificadas em urediniésporos MF-01 e GM-J1, respectivamente (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Variable Importance in the Projection (VIP) com score > 1.5 das 30 primeiras proteinas que mais
contribuiram para a separacdo dos grupos de urediniosporos MF-01 ¢ GM-J1. O gréfico foi gerado pelo programa
Metaboanalyst. A diferenca na coloragdo indica se a proteina se encontra em maior ou menor abundancia no
tratamento. Azul — menor abundancia; Vermelho — maior abundancia.

A partir do estudo protedmico realizado em uredinioporos MF-01 foram identificadas
74 proteinas que mais contribuiram para as diferencas de abundancia, 16 possuem fungao
desconhecida e 10 ndo tiveram similaridade com nenhuma proteina do banco de dados (Tabela
1.1). As proteinas serine/threonine-protein phosphatase, aspartate aminotransferase e
saccharopine dehydrogenase merecem destaque por serem importantes na fase inicial de
infec¢cdo em hospedeiros suscetiveis.

Em relacdo as proteinas encontradas em urediniosporos de GM-J1 65 foram as que mais
contribuiram para as diferencas de abundancia, 18 t€ém sua fun¢do desconhecida e 14 nao
tiveram similaridade com nenhuma proteina do banco de dados (Tabela 1.1). Deste total, as
proteinas diphosphomevalonate decarboxylase, GMP synthase ¢ adenylosuccinate synthetase
também possuem fungdes importantes nas fases iniciais de infec¢do do patdgeno.

As fungdes dessas proteinas estdo relacionadas desde com a formagao do apressorio por
parte do patogeno até fungdes de absorgao de nutrientes e o conhecimento de enzimas-chave de

rotas para o desenvolvimento de drogas antifingicas.
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DISCUSSAO

Os basidiomicetos incluem muitos fungos com diversas fun¢des dentro do ecossistema,
como decompositores da madeira, simbiontes em plantas bem como agentes de importantes
doengas humanas e vegetais (Stajich et al., 2009). Os fungos causadores de ferrugem em plantas
compreendem mais de 8.000 espécies, incluindo muitos patdgenos das principais areas
agricolas e com grande importancia ecologica (Aime et al., 2017). Uredinia é considerado o
estagio do ciclo de vida do patdogeno causador de ferrugem que possui grande importancia
econdmica (Kolmer; Ordonez; Groth, 2009), sendo nesta fase responsaveis por quedas na
producido devido a doencgas causadas em plantas. Os urediniosporos dicaridticos (fase assexuada
de reproducdo do patdogeno) sdo transportados pelo vento ou chuva, a partir de lesdes
esporulantes presentes em plantas infectadas para plantas saudaveis, desempenhando um papel
critico na disseminacao localizada e a longa distancia de muitas ferrugens (Staples, 2000).

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com foco nas fases iniciais da infec¢do de
fungos biotroficos em plantas suscetiveis, especificamente durante o processo de germinagao
dos urediniosporos de basidiomicetos (Leite, 2012; Alves; Junior; Sposito, 2018; Wang et al.,
2019). Os estudos nas fases iniciais de infec¢ao tornam-se importantes para que o dano causado
pela doenga possa ser precocemente controlado, diminuindo as perdas de produgao.

Neste trabalho, uredinidosporos monopostulares 4. psidii MF-01 e GM-J1 coletados de
plantas de E. grandis e S. jambos foram submetidos ao teste de germinagdo in vitro, onde foi
observado que até as 24 horas de incubacdo, no meio com a adi¢do de 6leo mineral 0,5%, a
porcentagem de germinagdo dos esporos foi maior quando comparado aos resultados obtidos
por Bini (2016). No ensaio desenvolvido por Bini (2016) as 24 horas de incubagao apenas 2%
dos uredodsporos de 4. psidii haviam germinado em condig¢des in vitro. No presente trabalho
essa taxa de germinagdo foi bem maior, chegando a 52,6% de ureddsporos germinados (MF-
01) e a 17,9% de uredosporos germinados (GM-J1). Em relacdo a presenga de estruturas
diferenciais iniciais de infeccdo de A. psidii, ndo foi observada nenhuma alteracdo até as 24
horas de incubagao, semelhantemente ao observado por Bini (2016). Estes resultados podem
estar relacionados ao fraco estimulo quimico fornecido pela composi¢do do meio de cultura em
que foram submetidos os uredinidsporos para a germinagdo quando comparado as condi¢des
presentes no hospedeiro do patogeno. Bem como da falta de uma barreira fisica e a composicao
quimica do meio sdo essenciais para a diferenciagdo das estruturas normalmente presentes em

A. psidii durante o processo de infecg¢ao in vivo (Fauteux et al., 2006; Santos et al., 2019). O
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isolado MF-01 aparenta ter uma maior afinidade ao 6leo mineral, comparado ao GM-J1. A
maior porcentagem de germinagdo em MF-01 pode estar relacionada a uma melhor resposta ao
estimulo do 6leo mineral & germinacdo. Furtado et al (2003) realizou um ensaio para avaliar a
germinacdo de urediniosporos de A. psidii provenientes de Eucalipto in vitro, avaliando em
meio de cultura adicionado de 4gua e 6leo mineral como possivel estimulo para a germinacao.
Observou que os uredinidsporos tiveram uma porcentagem de germinacdo superior no
tratamento com 6leo mineral quando comparado ao tratamento que possuia apenas agua. Santos
et al. (2019) observaram que a fonte lipidica € essencial para a diferenciacdo das estruturas de
infeccdo de A. psidii em Eucalyptus spp., podendo associar as caracteristicas quimicas das ceras
extraidas das folhas a uma maior ou menor suscetibilidade da planta ao ataque do fungo.
Tessmann e Dianese (2002) extrairam cera de folhas de S. jambos, e identificaram a partir de
uma analise metabolémica que um composto lipidico (n-Hexano), contribuiu para o aumento
de 88% na germinacdo de urediniosporos de Puccinia psidii in vitro. Indicando a importancia
de um composto lipidico para uma melhor germinagdo de uredinidsporos de A. psidii.
Semelhentemente ao observado neste trabalho, onde o tratamento com o6leo mineral (fonte
lipidica) aumentou consideravelmente a germinag¢do de uredinidosporos MF-01 e GM-J1 in
VItro.

A partir do estudo protedmico realizado com uredinidsporos de A. psidii coletados de
plantas suscetiveis de E. grandis e S. jambos foi possivel observar a presenga de algumas
proteinas importantes no processo inicial de infeccdo do fungo. No total de proteinas
identificadas, entre as proteinas comuns e exclusivas de MF-01 e GM-J1 foram identificadas
1028 proteinas. No estudo realizado por Quecine et al. (2016), a partir da analise protedmica de
populacdes de urediniésporos 4. psidii provenientes de E. grandis e P. guava, identificaram
340 proteinas no total. A partir disto podemos observar que, baseado neste estudo de isolados
de A. psidii, foi possivel aumentar o portfolio de proteinas encontradas em fungos causadores
de ferrugem.

Dentre as proteinas comuns e exclusivas em MF-01 e GM-J1 destacam-se cos GO termos.
Quecine et al. (2016) observaram uma maior abundancia de GO termos. me MF-01 eGM-01
Avaliamos duas populacdes da mesma espécie de fungo ¢ observamos um grande nimero de
proteinas cujos niveis mudaram entre as amostras, bem como a presenca de proteinas tnicas
em ambas as amostras. Optamos por realizar a analise de proteinas da populagdo de fungos com
base no fato de que o P. psidii tem um estilo de vida biotrofico. Nao ha relato de seu crescimento
e multiplicacdo em meios sintéticos. Sendo incapaz de crescer fora do hospedeiro, ¢ dificil

caracterizar o proteoma de outra estrutura fungica. Portanto, € trabalhoso produzir esporos
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usando plantas para crescimento e purificagdo dos isolados. Durante este processo, a selecao
artificial pode ocorrer potencialmente produzindo um patdégeno mais agressivo dependendo do
hospedeiro. Alguns estudos, que utilizaram diferentes métodos e equipamentos, encontraram
maior nimero de proteinas do que os 340 descritos para P. psidii. Por exemplo, Bindschedler
et al. encontrado 441.

Dentre as proteinas identificas em MF-01 e GM-J1, 74 foram identificadas em
uredinidésporos de MF-01 e 65 em uredinidsporos de GM-J1. Dentre as proteinas encontradas
em MF-01, as proteinas serine/threonine-protein phosphatase, aspartate aminotransferase e
saccharopine dehydrogenase merecem destaque em diversas etapas do processo de infecgdo de
A. psidii. Bem como as proteinas encontradas em GM-J1, como as proteinas
diphosphomevalonate decarboxylase, GMP synthase e adenylosuccinate synthetase. Todas
essas proteinas estdo relacionadas a uma dessas importantes fungdes nas fases iniciais de
infec¢do do fungo fitopatogénico: formagdo de apressorio, absor¢do de nutrientes ou no
controle pela a¢do de possiveis agentes antifungicos.

A topografia da superficie da planta em si pode atuar como um estimulo fundamental para
o desenvolvimento inicial do patdégeno (Hoch et al., 1987), no entanto uma superficie dura e
hidrofobica também pode desencadear a diferenciagdo de estruturas de infeccdo, como
apressoOrios, mesmo em um ambiente sem hospedeiro (Kou; Naqvi, 2016). Esses estimulos para
a diferenciagdo de estruturas do patogeno dependem da sensibilidade da parede celular (Liu et
al., 2011), que compreende de uma matriz de proteinas e polissacarideos que envolvem a célula
do fungo. Ela forma o conduto para a percepcdo de varios estimulos, que entdo ativam o
processo de diferenciacdo das estruturas do fungo durante o processo de infecciao (Geoghegan;
Steinberg; Gurr, 2017).

Um dos genes chave envolvido na deteccdo de estimulos fisicos estd a mucina
transmembrana Msb2 (Liu et al., 2011) que estd associada a proteina serine/threonine-protein
phosphatase (Geoghegan; Steinberg; Gurr, 2017) encontrada neste trabalho em urediniésporos
MF-01. Em uma série de fungos patogénicos para plantas, incluindo M. oryzae, Fusarium
oxysporum, B. cinerea e Ustilago maydis, a dele¢do do gene Msb2 resulta em deficiéncia no
desenvolvimento de estruturas de infecgdo ¢ na penetragao dos tecidos vegetais (Lanver et al.,
2010). A partir complementacdo, em mutantes Mbs2 silenciados, com compostos ricos em
serina/treonina associados a parede celular, foi possivel resgatar parcialmente a formagao de
apressorio em M. oryzae (Wang et al., 2015).

Ames (2017), a partir de dados provenientes de RNA-Seq de M. oryzae mostrou que o gene
MGG _ 09750, associado a enzima CLXO0008712, foi up-regulated durante a formagdo do
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apressorio (4-8 h.a.i) e também durante a fase de maturacdo do apressorio (12-16 h.a.i). A
enzima CLX0008712 representa um importante catalizador do segundo estdgio da via do
mevalonato, juntamente com a proteina diphosphomevalonate decarboxylase.

Uma via biossintética de grande importdncia no processo de infec¢do causado por
organismos patogénicos ¢ a via de metabolismo da purina, sendo essencial em diversas fases
do processo infeccioso: conidiogénese, formacao de apressorio e morfogénese (Cai et al., 2017;
Chitty et al., 2017). Baseado na via de metabolismo da purina, Cai et al. (2017) estudaram a
doenca conhecida como brusone do arroz, causado por M. oryzea. A partir do silenciamento do
gene MoGuk2, associado a enzima Guanylate kinase (GK) observaram que esta desempenha
um papel essencial na via de biossintese de novo guanina trifosfato (GTP) e ¢ importante para
a morfogénese relacionada a infeccdo. Duas proteinas deste estudo, que mais contribuiram para
as diferencas de abundancia em GM-J1, fazem parte da via de metabolismo da purina (GMP
synthase e adenylosuccinate synthetase), e podem ter um importante papel no estudo do
processo de infec¢ao nas fases iniciais em plantas de S. jambos.

Podendo inferir que a proteina diphosphomevalonate decarboxylase ¢ importante no estagio
inicial de infec¢@o na planta, estando envolvida na patogenicidade a na formagao do apressorio.
Sendo também mais uma proteina interessante para este estudo, identificada em uredinidsporos
GM-J1.

O nitrogénio ¢ um dos principais nutrientes adquiridos pelos hospedeiros de plantas para
um melhor desenvolvimento, a absor¢do deste nutriente pode ocorrer na forma de nitrato,
amonia, aminoacidos e outras pequenas moléculas e proteinas (Solomon; Tan; Oliver, 2003).

Os patdgenos normalmente estdo em condi¢des de N limitantes durante o processo de
infeccdo e adquirem este elemento durante a interagdo com o hospedeiro, desta forma a
deficiéncia de N € observada a partir de sintomas apresentados por plantas doentes (Snoeijers
et al., 2000; Solomon; Tan; Oliver, 2003). Assim, os patégenos devem desenvolver maneiras
eficazes para absorver o N e demais nutrientes para que a colonizagao nos tecidos do hospedeiro
seja eficiente.

A proteina aspartate aminotransferase esta associada ao processo de infec¢do do fungo, ¢
pode ser observada pela concentragdo de nitrogénio em plantas suscetiveis. Baseado nesta
hipotese, Wang et al. (2016) a partir de um estudo in vitro, identificaram que o fungo oomiceto
Phytophthora sojae possui a capacidade de produzir Aspartate aminotransferases (AATS), que
sdo enzimas fundamentais que coordenam o metabolismo do carbono e do nitrogénio. Os
autores demonstraram que silenciando o gene (PsAAT3) associado 8 AATs reduziu a viruléncia

de P. sojae e inibiu seu crescimento em meio sem N. O aumento da expressdo de proteinas



58

relacionadas ao metabolismo de aminoacidos, degradacao de proteinas e a sintese por privacao
de nitrogénio indicou que eles podem desempenhar papéis importantes na patogenicidade no
inicio da infeccao fungica (Chu et al., 2015).

A L-lisina, um aminoacido essencial para humanos e animais, ¢ sintetizado por bactérias,
fungos e algumas plantas. A via biossintética em bactérias e plantas envolve a via do
diaminopimelato intermediario (DAP), enquanto em fungos a enzima intermedidria ¢ a o-
aminoadipato (AA) (Zabriskie; Jackson, 2000). A via AA s6 existe em fungos, € por isso tem
sido considerado como alvo potencial para o desenvolvimento de agentes antifungicos (Palmer
et al., 2004; Milewska et al., 2012).

A via biossintética da lisina ¢ conhecida como uma via conservada no reino fingico, por
i1sso € considerada como uma caracteristica geral entre fungos fitopatogénicos (Chen et al.,
2014). A via biossintética da lisina ¢ composta por diversas enzimas, consideradas enzimas-
chave para a rota (Xu et al., 2006), e dentre essas enzimas uma importante é a Saccharopine
dehydrogenase (Leon-Ramirez et al., 2010), que também foi encontrada neste estudo em
urediniésporos MF-01. A Saccharopine dehydrogenase foi relatada possuindo uma funcao
bioquimica especifica para fungos (envolvidos na via de sintese de lisina) principalmente
associado como potencial alvo para produgdo de novos compostos antifingicos (Jastrzebowska;
Gabriel, 2015).

Desta forma, a partir do estudo protedmico realizado em uredinidosporos MF-01 e GM-J1
foram encontradas diversas proteinas relacionadas a formacdao de apressorio, absor¢dao de
nutrientes ou no controle de patdogenos pela acdo de possiveis agentes antifingicos. Fungdes
que estdo relacionadas/ou que podem suprimir o patégeno, nas fases iniciais de infec¢do em
seus hospedeiros especificos, auxiliando num melhor entendimento de alguns processos que

ocorrem na interagdo patogeno-planta.
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3. Syzygium jambos x Austropuccinia psidii: ESTUDO PROTEOMICO VISANDO UM
MELHOR ENTENDIMENTO DA INTERACAO PLANTA-PATOGENO

Resumo

Andlises protedmicas durante o processo de infec¢do entre fungos e plantas tém contribuido para o
entendimento de processos que envolvem a morfogénese, viruléncia e respostas ao hospedeiro. Podendo também,
auxiliar para na identificacdo de vias especificas e o desenvolvimento de enzimas-alvo para a produgdo de drogas
antifungicas. Austropuccinia psidii ¢ um fungo biotrofico, agente causal ferrugem das mirtaceas. No Brasil, o
patdgeno foi inicialmente detectado infectando goiabeiras (Psidium guajava) e posteriormente foi detectado em
eucalipto (Eucalyptus grandis). Syzygium jambos também ¢ da familia das Mirtaceas, e pode ser infectado com A.
psidii. Recentemente vem sendo bastante estudada auxiliando em um melhor entendimento da relagdo planta-
patogeno acerca dessa doenca. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi entender, a partir de um estudo
protedmico, como € a relagdo A4. psidii-S. jambos durante o processo de infecgdo. Urediniosporos de GM-J1 foram
inoculados em plantas suscetiveis de S. jambos, folhas foram coletadas as 0, 72, 144 e 336 horas ap6s a inoculacdo,
e a partir dai foi realizado o monitoramento, por qPCR, do patdégeno na planta. Foi possivel observar que as 336
h.a.i a quantidade (pg) de DNA de GM-J1 estava maior em relagdo aos outros tempos amostrados. A partir da
analise realizada em espectrometro de massas Q-Tof PREMIER acoplado a um instrumento RP-nano UPLC foi
realizado um estudo protedmico durante o processo de infeccdo (0, 144 e 336 h.a.i)) de GM-J1 em plantas
suscetiveis de S. jambos. Foi possivel identificar 11 proteinas totais associadas a GM-J1, sendo 9 (0 h.a.i); 7 (144
h.a.i) e 6 (336 h.a.i). Destas, 3 (0 h.a.i); 3 (144 h.a.i) e 1 (336 h.a.i) foram as que mais contribuiram para as
diferencas de abundancia. Foi possivel identificar também 118 proteinas totais associadas a S. jambos, sendo: 87
(0 h.a.i); 69 (144 h.a.i) e 63 (336 h.a.i). Destas, 36 (0 h.a.i); 11 (144 h.a.i) e 11 (336 h.a.i) foram as que mais
contribuiram para as diferencas de abundéncia. As proteinas que mais contribuiram para as diferencas de
abundancia foram identificadas a partir da analise VIP. Como destaque em cada tempo avaliado, em relagdo a
funcdo da proteina associada a GM-J1, foi possivel observar que a proteina glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (0 h.a.i), pode ter um papel importante para a germinagdo de uredinidésporos; glycine
dehydrogenase e heat shock protein SSB (144 h.a.i), associados ao crescimento do micélio e patogeniciade; e heat
shock protein 60 (336 h.a.i), envolvida em agdes relacionada a colonizagdo, infeccdo e patogenicidade do fungo.
Foram também identificadas proteinas importantes no processo de defesa da planta contra o ataque do patdgeno:
photosystem II protein D2 e photosystem I reaction center subunit I1l (0 h.a.1); pathogenesis-related protein STH-
2-like e translationally-controlled tumor protein homolog (144 h.a.i); major allergen Pru ar 1 e plastocyanin (336
h.a.i). Estes resultados podem indicar que a partir das proteinas encontradas no estudo podemos ter um melhor
entendimento acerca do que ocorre durante o processo de infec¢do. na interagdo 4. psidii — S. jambos.

Palavras-chave: protedmica; Austropuccinia psidii; Syzygium jambos; interagdo planta-patégeno.

Syzygium jambos x Austropuccinia psidii: proteomic study for a better understanding of
plant-pathogen interaction

Abstract

Proteomic analyzes during the process of infection between fungi and plants have contributed to the
understanding of processes involving morphogenesis, virulence and responses to the host. It can also assist in the
identification of specific pathways and the development of target enzymes for the production of antifungal drugs.
Austropuccinia psidii is a biotrophic fungus, a causal agent of rust in the mirtaceae. In Brazil, the pathogen was
initially detected by infecting guava trees (Psidium guajava) and was later detected in eucalyptus (Eucalyptus
grandis). Syzygium jambos is also in the Mirtaceae family, and can be infected with A. psidii. Recently it has been
extensively studied, helping to better understand the plant-pathogen relationship about this disease. In this sense,
the objective of this work was to understand, from a proteomic study, how is the 4. psidii-S. jambos relationship
during the infection process. Urediniospores of GM-J1 were inoculated in susceptible plants of S. jambos, leaves
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were collected at 0, 72, 144 and 336 hours after inoculation, and thereafter the pathogen was monitored by gPCR
in the plant. It was possible to observe that at 336 h.a.i the amount (pg) of GM-J1 DNA was greater in relation to
the other sampled times. From the analysis performed on a Q-Tof PREMIER mass spectrometer coupled to an RP-
nano UPLC instrument, a proteomic study was carried out during the infection process (0, 144 and 336 hai) of
GM-J1 in susceptible plants of S. jambos. It was possible to identify 11 total proteins associated with GM-J1, being
9 (0 h.a.i); 7 (144 h.a.i) and 6 (336 h.a.i). Of these, 3 (0 h.a.i); 3 (144 h.a.i) and 1 (336 h.a.i) were the ones that
most contributed to the differences in abundance. It was also possible to identify 118 total proteins associated with
S. jambos, being: 87 (0 h.a.i); 69 (144 a.i.) and 63 (336 a.i.). Of these, 36 (0 h.a.i); 11 (144 h.a.i) and 11 (336 h.a.i)
contributed the most to differences in abundance. The proteins that most contributed to the differences in
abundance were identified from the VIP analysis. As a highlight in each evaluated time, in relation to the function
of the protein associated with GM-J1, it was possible to observe that the protein glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (0 h.a.i), may have an important role for the germination of urediniospores; glycine dehydrogenase
and heat shock protein SSB (144 h.a.i), associated with mycelial growth and pathogenesis; and heat shock protein
60 (336 h.a.i), involved in actions related to colonization, infection and pathogenicity of the fungus. Important
proteins were also identified in the plants defense process against pathogen attack: photosystem II protein D2 and
photosystem I reaction center subunit IIT (0 h.a.i); pathogenesis-related protein STH-2-like and translationally-
controlled tumor protein homolog (144 h.a.i); major allergen Pru ar 1 and plastocyanin (336 h.a.i). These results
may indicate that based on the proteins found in the study, we can have a better understanding of what happens
during the infection process. in the interaction 4. psidii - S. jambos.

Keywords: proteomics; Austropuccinia psidii; Syzygium jambos; plant-pathogen interaction.

INTRODUCAO

Os patdgenos vegetais sdo frequentemente classificados como necrotréficos ou biotroéficos,
dependendo da estratégia de infeccdo (Glazebrook, 2005; Nishimura; Dangl, 2010). Os
patdgenos necrotroficos matam as células hospedeiras vivas e usam o tecido vegetal em
decomposi¢do como substrato para colonizar a planta, enquanto os patdogenos biotroficos
parasitam as células vegetais empregando muitas vezes moléculas efetoras que suprimem o
sistema imunologico do hospedeiro (Pel; Pieterse, 2013). Apesar dessa classifica¢do binaria, a
maioria dos microbios patogénicos emprega uma estratégia de infeccdo hemibiotréfica,
caracterizada por uma fase biotrofica inicial seguida por uma estratégia de infeccao necrotrofica
nos estagios posteriores da infeccdo (Perfect; Green, 2001).

Os fungos biotroficos sdo um grupo importante de patégenos vegetais (Hahn, 2000;
Bushnell, 2012). Como biotroficos obrigatorios os fungos causadores de ferrugem sé podem se
alimentar, crescer ¢ se reproduzir colonizando o hospedeiro vivo. Esta colonizagdo ocorre a
partir da diferenciagdo de estruturas especificas de infec¢do chamadas haustorios, necessarios
para estabelecer intera¢des intimas dentro de tecidos hospedeiros infectados (Kemen; Agler;
Kemen, 2015; Aime et al., 2017; Dracatos et al., 2018).

Austropuccinia psidii ¢ um fungo biotrofico, agente causal ferrugem das mirtaceas. No

Brasil, o patégeno foi inicialmente detectado infectando goiabeiras (Psidium guajava) (Winter,
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1885) e posteriormente foi detectado em eucalipto (Corymbia citriodora, syn. Eucalyptus
citriodora) (Joftily, 1944). Esse patogeno possui ainda uma ampla gama de hospedeiros, com
mais de 450 espécies hospedeiras pertencentes a Myrtaceae (Giblin; Carnegie, 2014), uma
grande familia de plantas com mais de 5.600 espécies (Grattapaglia et al., 2012). A hipotese €
que esse patdgeno biotrofico causador da ferrugem seja autoécio (Morin; Talbot; Glen, 2014;
McTaggart et al., 2018; McTaggart et al., 2020), completando seu ciclo de vida em brotos e
frutos em crescimento ativo de hospedeiros suscetiveis sob condi¢des de temperatura moderada
e longos periodos de alta umidade (Coutinho et al., 1998; Glen et al., 2007; Stewart et al., 2018).
No entanto, informagdes sobre a biologia de A. psidii ainda nao sdo totalmente conhecidas.

Em diversas partes de mundo o patdogeno A. psidii ja foi relatado infectando plantas da
familia das Mirtaceas, como Heteropyxis natalensis (Alfenas et al., 2005), Eucalyptus spp.
(Junghans et al., 2003; Maier et al., 2010; Quecine et al., 2016; Berthon et al., 2019), Psidium
guajava (Winter, 1885; Quecine et al., 2016), Syzygium jambos (Tessmann et al., 2001;
McTaggart et al., 2017; McTaggart et al., 2018). Esta ultima, por sua vez, ganhou bastante
importancia recentemente com a possivel descoberta referente ao fechamento do ciclo sexual
do fungo durante infeccdo da mesma (McTaggart et al., 2017; McTaggart et al., 2020).

A origem geografica de S. jambos, popularmente conhecido como maca rosa varia desde o
Sudeste da Asia até a regido de Kerala na india, indochina e Iémen. O jambeiro, como também
¢ conhecido, cresce bem no clima tropical imido e no solo argiloso e profundo. Esta espécie ¢
uma arvore perene com quase 10 m de altura e 50 cm de diametro (Lim, 2012). As folhas sdo
coriaceas, com muitas glandulas peltcidas, e tornam se verde escuro a partir de um tom rosado
(Lim, 2012). As flores agrupadas sdo branco-esverdeadas com pétalas concavas. Os frutos tém
a pele amarelada em forma de péra quando maduros e podem ser comidos frescos (Mohamed
et al., 2014). Suas folhas sdo usadas como diurético e podem tratar reumatismo e aliviar os
olhos doloridos (Kuiate et al., 2007; Nawwar et al., 2016). Suas sementes sdo usadas para tratar
catarro, diabetes, diarréia e disenteria (Kuiate et al., 2007; Sharma et al., 2013). O consumo da
casca pode aliviar bronquite e asma (Sharma et al., 2013). Um estudo recente também descreveu
a imunomodulacdo e propriedades anti-inflamatorias de S. jambos (Tamiello et al., 2017).
Outras notaveis propriedades medicinais incluem o poder antioxidante (Donatini et al., 2009;
Selvam et al., 2013), antimicrobiano (Mohanty; Cock, 2010; Sharma et al., 2013), anti-tlcera
(Donatini et al., 2009), antinociceptivo (Avila-Pena et al., 2007), hepatoprotetor (Selvam et al.,
2013) e efeitos hipoglicémicos (Gavillan-Suarez et al., 2015). Além de possuir um alto teor
polifenodlico e um contetido de polissacarideo péctico consideravel (Tamiello et al., 2017).

Apesar da grande quantidade de estudos relacionados as propriedades medicinais de S. jambos
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(Hossain et al., 2016; Rajkumari et al., 2018; Tamiello et al., 2018), estudos protedmicos sobre
a interacdo com patdgenos causadores de ferrugem permanecem incipientes.

Para auxiliar na elucidagdo da complexa interacdo planta-patdégeno, muitas das pesquisas
moleculares tém como objetivo compreender o sistema imune da planta e as ferramentas
utilizadas pelo patégeno para superar o sistema de defesa do hospedeiro (Cook; Mesarich;
Thomma, 2015). Dentre as diversas técnicas que podem ser utilizadas no estudo da interagdo
planta-patdégeno, a protedmica vem recebendo cada vez mais destaque. A protedmica ¢ uma
estratégia de estudo dindmica que esta sendo constantemente renovada para cada vez mais obter
respostas claras sobre o papel das proteinas expressas em um organismo vivo. Anualmente, ha
uma explosdo de novos protocolos e plataformas com melhorias continuas feitas em todas as
etapas do fluxo de trabalho, desde as realizadas em laboratorio (fracionamento de tecidos e
células, extracdo de proteinas, deplecdo, purificacdo, separacao, analise de MS) até a analise
final utilizando computadores (algoritmos para identificacdo de proteinas e ferramentas de
bioinformatica para anélise de dados, bancos de dados e repositorios) (Gonzalez-Fernandez;
Prats; Jorrin-Novo, 2010).

Andlises protedmicas em fungos patogénicos tém contribuido para o entendimento de
processos que envolvem a morfogénese, viruléncia e respostas ao hospedeiro podendo também,
atuar no desenvolvimento de alvos para drogas antifungicas e diagnosticos clinicos das doengas,
essas analises auxiliam na identificagdo de proteinas antigénicas. Também podem fornecer
informacodes sobre a interacdo entre proteinas-alvo e agentes antifingicas aumentando com isso
a compreensao dos mecanismos de patogenicidade (Pitarch et al., 2003).

E sabido que muitas vezes o proteoma ¢é influenciado pela interagdo com o hospedeiro,
sendo essas informagdes de vital importancia para o melhor entendimento da interagdo planta-
patdgeno. M’Barek et al (2015) apresentaram um primeiro catdlogo de proteinas de
Zymoseptoria tritici secretado no apoplasto de trigo durante o processo de infecgdo.
Identificaram uma grande quantidade de proteinas, o que fornece um rico recurso para entender
melhor o papel destas proteinas durante a patogénese de Z. tritici.

Abbai et al. (2016), a partir de um estudo comparativo entre espécies resistentes ¢
suscetiveis de trigo ao fungo biotrofico Puccinia triticina, identificaram proteinas
diferencialmente expressas durante a interagao planta-patdogeno. Foram reveladas a presenca de
diversas categorias de proteinas associadas a defesa, fotossintese, reparo de nucleotideos,
replicacdo de DNA, sintese protéica e elementos transponiveis. E, pela primeira vez, a

expressdo diferencial de uma proteina relacionada ao reparo de nucleotideos.



67

Li et al (2017) analisaram o proteoma de folhas de trigo inoculadas com o fungo biotréfico
Blumeria graminis f. sp. tritici, o agente causal da doenga conhecida como oidio. Foram
identificadas 46 proteinas Unicas que foram diferencialmente expressas nos tempos de
inoculagdo avaliados. Segundo os autores, os resultados obtidos mostram a relevancia do
metabolismo das plantas sobre as respostas de defesa durante a interagdo planta-patogeno,
fornecendo novos conhecimentos sobre a biologia do trigo suscetivel em resposta a infec¢ao
por B. graminis.

Mandelc et al (2009) estudaram dois fitotipos de Verticillium albo-atrum, sendo observada
a expressao diferencial de proteinas por micélios crescidos em meio de cultura. Por meio da
Analise de Componente Principal (PCA) foi observada que essa diferenciacdo estava
fortemente correlacionada com o grau de agressividade do patdgeno. Paper et al. (2007) usou
LC-MS/MS na identificagdo de proteinas secretadas por Fusarium graminearum apos
crescimento in vitro e in planta durante o processo de infec¢@o de trigo, sendo observado que
56% das proteinas identificadas in planta tinham peptideos sinal, sendo véarias proteinas
housekeping ndo observadas in vitro, demonstrando uma especifica interacdo com o hospedeiro.

Um estudofoi realizado a partir da anélise protedomica de uredinidésporos de A. psidii
provenientes de de goiabeira e eucalipto, sendo identificadas 340 proteinas relacionadas a
uredinidsporos do patdégeno. Foram observadas mudangas em relagdo a abunancia de proteinas
de acordo com a planta estudada, mostrando uma variacao fisioldgica das populacdes do fungo,
com estratégias especificas na interacdo com seu hospedeiro (Quecine et al., 2016).

Mediante a relevancia de estudos do patossistema A. psidii - S. jambos inicialmente foi
realizado de maneira inédita o qPCR para acompanhar a infec¢ao do fungo no interior da planta
no decorrer do tempo. Finalmente, o estudo para o entendimento da interagao planta-patdgeno,
a partir da andlise do perfil proteico de 4. psidii durante o processo de infec¢cdo em S. jambos,
visando o melhor entendimento dos mecanismos de patogenicidade do fungo e de resposta da

planta.

METODOLOGIA

Material biologico

Mudas de S. jambos, suscetiveis a ferrugem das Mirtaceas, foram adquiridas de viveiro

comercial, possuindo aproximadamente 0,8 centimetros de altura. As plantas foram mantidas
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em casa de vegetecdo localizada no Departamento de Genética da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (22° 42’ 30" S and 47° 38" 30" W). Estas foram podadas a cerca
de 30 centimetros da base para renovagdo de ramos, facilitando a estruturacao das mudas para
a realiza¢do dos cuidados necessarios. Rotineiramente as plantas foram irrigadas, adubadas e
podadas visando a manuten¢ao da estrutura e sanidade das plantas para a realizagdo de ensaios.

Para a infec¢do do jambo foram utilizados uredinidsporos de A. psidii, isolados de S.
jambos e fornecidos pela EMBRAPA Jaguaritina-SP. Este isolado foi caracterizado como GM-
J1 (Lopes, 2017) e pertence a colecao do Laboratorio de Genética de Microrganismos “Prof.

Jodo Lucio de Azevedo™.

Inoculaciio de A. psidii GM-J1 em plantas de S. jambos

Para o estudo inicial do processo de infeccdo do patdégeno em S. jambos, quatro plantas
suscetiveis e saudaveis foram separadas, aclimatados e inoculados com a urediniésporos de
GM-J1 (10° esporos mL™") conforme metodologia descrita por Leite (2012). As plantas foram
submetidas a condi¢des homogéneas, com temperatura de 20°C e 12 horas de luz por dia, para
garantir uma infec¢do eficiente do patégeno. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado.

Os intervalos de estudo estabelecidos para amostragem do material biologico foram: (1)
zero hora apo6s a inoculacao (h.a.i) com indculo - controle, (2) 72 h.a.i, (3) 144 h.a.i e (4) 336
h.a.i.

Em cada intervalo, folhas provenientes dos dois primeiros pares de cada ramo, foram
coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas individualmente a
-80°C. Foi coletado material suficiente para a extracdo de DNA, RNA e proteinas em cada um

dos tempos propostos.

Monitoramento do patégeno por qPCR

A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se DNeasyPlant Mini Kit (Qiagen) segundo
recomendagdes do fabricante. A quantificagdo do DNA de cada amostra foi realizada em
Nanodrop2000 (Termo Fisher). Apds a extragdo do DNA, as reacdes de qPCR foram
preparadas, para deteccdo e monitoramento do patégeno A. psidii nos diferentes tempos
amostrados. Foi obtido um volume final de 25 pl, contendo: 12,5 ul de Platinum SYBR Green
gPCRSuperMix — UDG (Invitrogen), 0,02 mg ml! de BSA, 5 pmol de cada primer (IGS7: 5°-
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CAAAGTTATTTCTGGATCAC-3’; e IGS9: 5’-CATTCTAGTGAATTTTCTTTAC-3") (Bini
et al., 2018) e 5 ng de DNA (1 ng ul™!). A programagcio utilizada no aparelho foi: 95°C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos, para colecao de dados e analise em tempo real e, 72-85°C por 30 segundos, com
incremento de temperatura a cada 2 ciclos de 0,5°C para curva de melting, colecao dos dados e
analise (Bini et al., 2018).

Para quantificagdo do DNA genomico de GM-J1 presente nas amostras vegetais, uma curva
padrdo foi desenvolvida a partir da diluicdo em série (50 ng; 5 ng; 0,5 ng; 0,05 ng; 0,005 ng; e
0,0005 ng). O DNA de uredinidsporos foram extraidos e diluidos em DNA de plantas sadias de
Jambo (1 ng pL). A curva padrio de cada diluigdo em série foi feita em triplicata, e, as
amostras do ensaio do real time foram feitas em duplicadas, com quatro repeti¢des bioldgicas,
por intervalo de tempo. A média e o erro padrdo do ciclo limiar (Ct) obtido nas repetigdes
técnicas foram calculadas e usadas para os calculos da quantidade de A4. psidii em cada diluicao

seriada e amostra.

Analise protedmica de A. psidii durante a infeccio de S. jambos

Extracio das proteinas

Folhas com uredinidésporos do patdgeno proveniente de plantas de S. jambos foram
submetidas a extragao de proteinas nos tempos: 0 h.a.i, 144 h.a.i e 336 h.a.1.

Inicialmente as folhas de jambo foram trituradas em almofariz com o auxilio de nitrogénio
liquido. Em seguida as amostras foram pesadas para a obten¢do de uma massa comum entre
tratamentos e repeti¢des, totalizando 200 mg de material vegetal por amostra.

Em cada tubo com material vegetal triturado foi adicionado 7,5 mL do tampao de extracdo
[0,5 M Tris-HCI pH 7,5; 0,7 M Sacarose; 0,1 M Cloreto de potéassio; 50 mM EDTA; 1mM
PMSF; 2% (v/v) B-mercaptoetanol ¢ 1% (m/v) PVPP (Hurkman; Tanaka, 1986). Em seguida
as amostras foram submetidas a agitagcao (70 rpm) constante por 30 minutos imersos em caixa
de isopor com gelo triturado. Logo apods foram adicionados 7,5 mL de uma solugao de fenol
equilibrado com 10 mM de Tris-HCI pH 8, sendo novamente submetidos ao gelo ¢ agitacao
constante (70 rpm) por 30 minutos, com posterior centrifugacdo por 30 minutos a 10.000g a
4°C. O sobrenadante foi recuperado e o processo de adi¢do do tampao de extracdo, seguido de
agitacdo e centrifugacdo, foram realizadas por trés vezes. O sobrenadante foi recuperado e

transferidos para novos tubos, sendo adicionado 20 mL do tampao de precipitacdo (metanol
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100% + 0,1 M acetato de amonio), mantendo as amostras a -20°C overnight. No dia seguinte
procedeu-se da centrifugagdo por 20 minutos, a 16.000g e 4°C para obtenc¢do do pellet proteico.
Os pellets foram entdo lavados com um tampao contendo metanol 100% + 0,1 M de acetato de
amoénio. Esta lavagem foi realizada trés vezes, e entre cada lavagem as amostras foram
centrifugadas (16.000g a 4°C), e tinham o sobrenadante descartado. Em seguida 15 mL do
tampao foi adicionado e se procedeu do repouso por 1 hora a -20°C. Apds estas lavagens e a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e se adicionou as amostras 30 mL do tampao de
lavagem II (com acetona 100%), sendo submetidas por 1 hora a -20°C. Seguiu-se novamente a
centrifuga¢do 16.000g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram
secos em dissecador a 4°C por 24 horas.

As proteinas totais provenientes da extragdo foram ressuspendidas em 300 uL. de tampao
de solubilizagdo - TCT [7 M uréia, 2 M tiuréia, 10 mM DTT e 0,4% (v/v) Triton X-100], sendo
em seguida centrifugados por 30 minutos a 16000g e 4°C. O sobrenadante foi transferido para

novos tubos e estocados a -80°C.

Dessalinizacao das amostras

A dessalinizagdo foi realizada com o auxilio de filtros Amicon®Ultra 3KDa (Millipore),
onde ocorreu a substituigdo do tampao de solubilizagido ao qual as amostras foram submetidas
por um tampdo com bicarbonato de amoénio 50 mM e pH 8,5, de acordo com as normas
indicadas pelo fabricante. Inicialmente as colunas foram hidratadas com 400 pL de dgua grau
MS (Sigma-Audrich), seguindo da centrifugacdo a 14000 g e 18°C por 10 minutos.
Posteriormente foram adicionados aos filtros as amostras no seu volume total (300uL da
amostra adicionado de 100uL. de agua grau MS), e centrifugadas como mencionado
anteriormente. Em seguida foram adicionados sempre 400uL de bicarbonato de aménio 50mM
com posterior centrifugagdo a 14000 g ¢ 18°C por 10 minutos. Este procedimento foi realizado
5 vezes. Finalmente as amostras foram estocadas a -80°C até se realizar a digestdo. Estas

estavam em volume final de 300 uL.
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Quantificacido de proteinas

A quantificacdo de proteinas presente em cada amostra do estoque (300 pL) foi realizada
de acordo com o método descrito por Bradford (Bradford, 1976), com o auxilio de um kit
comercial Biorad® e um aparelho espectrofotometro Hitachi modelo U-3300. As leituras de
absorbancia foram feitas com comprimento de onda de 595nm, com trés repeti¢cdes. A partir
das repeti¢coes foram calculadas as médias, e estas utilizadas na equacgao da reta para obtengao
da curva padrio. Assim foram obtidas a concentracio de proteinas, em pg.uL!, em cada
amostra. Desta forma, 50 ug de proteinas foram separadas em aliquotas para a realizacdo da

digestao.

Digestio em gel SDS-PAGE

Para cada amostra em estudo (50 pg), foram adicionados 25 pL de 2% (v/v) de solucdo
surfactante (RapiGEST SF), sendo incubados por 15 minutos a 80°C. Em seguida se realizou a
reducdo das amostras, com a adicao de 2,5uL de ditiotreitol (DTT) 100 mM (GE Healthcare,
Amersham Place, UK), mantendo por 30 minutos a 60°C. Entdo se realizou a alquilagao das
amostras, com a adi¢do de 2,5uL de iodoacetamida (IAA) 300 mM (GE Healthcare, Amersham
Place, UK), neste momento foram mantidas no escuro, a temperatura ambiente por 30 minutos.
Para obtengio dos peptideos, foram adicionados 10 pL de solugdo de tripsina (50 ng. pL™)
sendo a amostra mantida a 37°C por 16 horas. Completada a digestdo, foi adicionado a cada
amostra 10 L de TFA (Acido trifluoroacético) 5% (v/v) para bloquear a agio da tripsina. As
amostras ficaram incubadas por 90 minutos a 37°C. Posteriormente as amostras seguiram para
a centrifugagdo, onde permaneceram por 30 minutos a 14000 g a 6°C. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. Finalmente a solucdo de proteinas digeridas foi seca em

concentrador a vacuo (Concentrador 5301, Eppendorf).

Purificacdo de peptideos provenientes da digestdo de amostra complexa

ApoOs a secagem das amostras a vacuo, foi adicionado 50 uL da solugdo de 0,1% de TFA
em H>O, realizando a ressuspensdo das mesmas. A partir deste momento iniciou a purificacao

das amostras com o auxilio de micro colunas de fase reversa (Reverse phase Zip-Tip CIS8,
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Millipore®), com 10 pL de cada vez, realizando 5 vezes para cada amostra. Esta purificagdo
foi obtida a partir do equilibrio na solucdo A [100% acetonitrila (ACN), 0,1% (v/v) TFA];
solucdo B [50% (v/v) ACN:H;O0, 0,1% (v/v) TFA] e solucao C [100% H>0, 0,1% (v/v) TFA],
respectivamente. Por meio do equilibrio realizado, os peptideos permaneceram aderidos a
coluna, entdo foi feita a lavagem para retirada de possiveis impurezas com a solu¢do D [95%
H>0, 5 % (v/v) metanol, 0,1% (v/v) TFA], sendo repetida por 3 vezes. Finalmente foi realizada
a elui¢do dos peptideos, onde 10pL da solucdo B foi pipetada e concentrada em tubos de vidro
borosilicato (Waters Total Recovery Vials). Foi obtido novamente os 50 pL iniciais da amostra.

Estas, outra vez, seguiram para a concentragao a vacuo.

Separacio dos peptideos por cromatografia liquida 2D e obtenc¢io dos espectros

Para andlise de proteinas por espectrometria de massa, uma aliquota de 4,5 pL resultante da
digestdo peptidica foi separada por uma coluna C18 (100 um x 100 mm) RP-nano UPLC
(Waters nanoACQUITY UPLC, Waters Corporation, Milford, MA, EUA) acoplada ao Q-
Espectrometro de massa Tof (espectrometro de massa Micromass® Q-Tof PREMIER, Waters
Corporation, Milford, MA, EUA) com uma fonte de nano eletropulverizagdo a uma taxa de
fluxo de 0,600 uL.min"!. As amostras foram avaliadas em duplicatas. Um gradiente de 2 a 90%
de acetonitrila em 4cido férmico a 0,1% foi mantido por 45 min. A voltagem do nano
eletropulverizador foi mantida em 3,5 kV, com voltagem do cone de 30 V e temperatura da
fonte de 100 nC. O instrumento foi operado de modo que um espectro de massa ¢ adquirido,
seguido por MS / MS dos trés picos mais intensos detectados. Apos a fragmentacdo da MS /
MS, o ion foi mantido na lista de exclusdao por 60 s. Para anélise de peptideos de clivagem
enddgena, foi utilizado um tempo de exclusdo real.

Os espectros foram adquiridos usando o software MassLynx ™ v.4.1 (Waters Corporation,
Milford, MA, EUA) e os arquivos de dados brutos foram convertidos para um formato de lista
de pico (. mgf, formato genérico do Mascot) sem adicionar as varreduras. Foi utilizado como
em formato .fasta foi baixado do National Center of Biotechnology Information

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) para a busca de proteinas relacionadas ao Eucalipto, mirtacea

com genoma sequenciado, para o estudo no jambo. Resumidamente, o sequenciamento de 4.
psidii (MF-01) foi realizado utilizando varias tecnologias de sequenciamento: MiSeq,
Hiseq2500 (Pair end e Mate Pair), PacBio e Roche 454. Os dados foram processados, montados
e anotados usando varios programas: SPAdes (v.3.9 .1), RepeatMasker (v. 4.0.7), TopHat,
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Augustus (v. 1.1), PASA (v. 2.1.0), EvidenceModeler (v 1.1.1), Blast (v. 2.6.0), InterproScan,
Blast2go (v. 4.1.9 PRO), entre outros (Altschul et al., 1990; Trapnell; Pachter; Salzberg, 2009;
Conesa et al., 2005). O alinhamento dos dados RNASeq foi realizado com o genoma de
referéncia mascarado de 4. psidii (sem a presenca de elementos transponiveis e
retrotransposons) que contém 47.121 ORFs (dados ndo publicados).

A quantificagdo relativa de cada proteina na base, referéncia para o banco de dados, o
trabalho publicado por Myburg et al. (2014). O arquivo mistura foi determinada pelo indice de
abundancia de proteinas exponencialmente modificado (emPAI), obtido no software Mascot
Distiller (Ishihama et al., 2005). Os pardmetros de pesquisa incluiram tripsina como protease,
com um maximo de 1 clivagem perdida; carbamidometilagdo da cisteina como modificacdo
fixa e oxidagdo da metionina como modificagdo varidvel. Foi utilizada tolerancia de 0,1 Da para

precursor (MS) e fragmento (MS / MS) de ions e massa molecular monoisotopica.

Categorizacio funcional

As proteinas obtidas foram anotados com termos provenientes do Consdrcio Gene
Ontonlogy (GO) (Ashburner et al., 2000) (http://www.geneontology.org) por meio do programa
Blast2GO (Conesa et al., 2005). A obtengdo dos GO termos foi realizada a partir das sequéncias
obtidas pelo blastX e seu mapeamento seguido da anotacdo dos GO termos em trés distintas
categorias funcionais: processo bioldgico, funcdo molecular e componente celular. Foram
utilizados os parametros padrdes indicados pelo programa.

A partir das anotagdes foram gerados graficos com GO termos. Essas anota¢des foram

previamente simplificadas utilizando o recurso GOSlim do programa.

Analise estatistica

As proteinas que mais contribuiram para as diferencas de abundéncia entre os tratamentos
analisados foram identificadas a partir do programa online MetaboAnalyst4.0

(https://www.metaboanalyst.ca/). A matriz de dados gerados (com as proteinas que foram

encontradas em pelo menos duas, das trés repeti¢des) foi normalizada por transformagdo em
log (log transformation) e dimensionados por pareto (pareto scaling), a fim de auxiliar na
comparagdo dos dados. Como andlise univariada foi realizada a ANOVA. Analises
multivariadas foram geradas, como PLS-DA (analise discriminante de minimos quadrados

parciais) e VIPs (importancia das varidveis nas projecdes multivariadas) com score > 1
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(Akarachantachote; Chadchan; Saithanu, 2014). A partir destas analises foi possivel identificar
os fatores que mais contribuiram para as diferencas de abundancia entre as proteinas na

comparagao entre tratamentos (0, 144 e 336 h.a.1).

RESULTADOS
Monitoramento de A. psidii GM-J1 durante infecciio de S. jambos

Foi observado a partir do monitoramento de A. psidii GM-J1 em plantas suscetives de
S. jambos por qPCR que a presenca do patdgeno ¢ aumentada a medida que o tempo de infecg¢ao
aumenta. As 0 h.a.i ja foi possivel detectar o patogeno (12,48 pg de DNA) em folhas de jambo,
aumentando muito as 144 h.a.i (1.586 pg de DNA), chegando as 336 h.a.i com um forte aumento
(42.405 pg de DNA). E valido destacar que, segundo analise estatistica realizada, ndo ha
diferenga entre os tempos zero e 72 h.a.i. A partir das 144 h.a.i a deteccdo do patogeno ¢

aumentada, atingindo o apice as 336 h.a.i (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Quantificacdo de Austropuccinia psidii GM-J1 durante o processo de infecgdo em S. jambos. Para
analisar a quantidade (pg) de DNA de GM-J1 presente no tecido foliar infectado, a média de quatro repeti¢des
foram determinadas em cada ponto de tempo de amostragem; as barras verticais representam o desvio padrio;
letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey.
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Proteinas de A. psidii (GM-J1) identificadas durante o processo de infeccio em S.
jambos

Durante o processo de infec¢ao de A. psidii em plantas de S. jambos suscetiveis foram
identificados, no total, 11 proteinas relacionadas a GM-J1. Deste total, 7 foram comuns em no
minimo dois tratamentos. Foram encontradas 3, 0 e 1 proteinas exclusivas para as 0, 144 e 336
h.a.i, respectivamente (Figura 2.2). Considerando as proteinas totais identificadas em cada
tratamento foi possivel observar que as 0 h.a.i foi encontrado o maior numero de proteinas,
seguido por 144 h.a.i e 336 h.a.i, com 9, 7 e 6 proteinas, respectivamente. Foram identificadas
proteinas que mais contribuiram para as diferengas de abundancia nos trés tempos analisados,

com3 as0h.a.i,3as 144 h.aiel as 336 h.a.i.

0 h.a.i 144 h.a.i

336 h.a.i

Figura 2.2. Proteinas identificadas de GM-J1durante o processo de infec¢do em S. jambos. Indicando o nimero de
proteinas encontradas exclusivamente em cada um dos tempos analisados ¢ comuns em dois ou mais tempos de
infecgdo estudados.

Com o conjunto de proteinas identificados a partir do estudo realizado durante o

processo de infeccdo de A. psidii em S. jambos, de acordo com a analise multivariada PLS-DA,
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foi possivel observar que as amostras foram subdivididas em trés grupos distintos. Onde cada
um correspondeu a um dos tempos analisados. Uma evidéncia deste contraste, para dar maior
suporte (base estatistica) da separagdo nos grupos distintos observados, ¢ a soma dos

componentes (X+Y), que foi igual a 61,4% (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) mostrando a separagdo das amostras entre
grupos distintos, relacionados as proteinas identificadas de GM-J1durante o processo de infec¢do em S. jambos

nos tempos: 0 horas, 144 horas e 336 horas apds a inoculagdo. R?= 0,98; Q’>= 0,94. O grafico foi gerado pelo
programa Metaboanalyst.

Em relagdo a categorizagdo funcional as proteinas identificas em GM-1, foi observado uma
prenominanci de GOtermos Dentre as proteinas comuns e exclusivas em MF-01 e GM-J1
destacam-se cos GO termos. Quecine et al. (2016) observaram uma maior abundancia de GO
termos. me MF-01 eGM-01 Avaliamos duas populacdes da mesma espécie de fungo e
observamos um grande niimero de proteinas cujos niveis mudaram entre as amostras, bem como
a presen¢a de proteinas Gnicas em ambas as amostras. Optamos por realizar a analise de
proteinas da populagdo de fungos com base no fato de que o P. psidii tem um estilo de vida
biotrofico. Nao ha relato de seu crescimento e multiplicagdo em meios sintéticos. Sendo incapaz
de crescer fora do hospedeiro, ¢ dificil caracterizar o proteoma de outra estrutura fingica.

Portanto, ¢ trabalhoso produzir esporos usando plantas para crescimento e purificacdo dos
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isolados. Durante este processo, a selecdo artificial pode ocorrer potencialmente produzindo
um patdégeno mais agressivo dependendo do hospedeiro. Alguns estudos, que utilizaram
diferentes métodos e equipamentos, encontraram maior nimero de proteinas do que os 340

descritos para P. psidii. Por exemplo, Bindschedler et al. encontrado 441.
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Figura 1.4. Ontologia genética de termos de processos biologicos na analise protedmica. O grafico de barras
representa a proporgdo de% da composigdo do termo na protedmica dados.

Por meio da anélise VIP, foi possivel observar quais as proteinas que mais contribuiram
para a separagdo dos grupos formados. Bem como a concentracio da proteina no decorrer do

tempo de interagdo do patdogeno com a planta suscetivel (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Variable Importance in the Projection (VIP) com score > 1 das proteinas de A. psidii (GM-J1) que
mais contribuiram para a separacdo dos grupos durante a infecgdo em S. jambos em todos os tempos analisados: 0
h.a.i, 144 h.a.i e 336 h.a.i. O grafico foi gerado pelo programa Metaboanalyst. A diferenga na coloragéo indica se
a proteina se encontra em maior ou menor abundancia no tratamento. Azul — menor abundéncia; Beje — abundéncia
média; Vermelho — maior abundancia.

As proteinas associadas ao fungo 4. psidii (GM-J1) foram que mais contribuiram para
as diferengas de abundancia durante o periodo de infec¢do em palntas suscetiveis de S. jambos:
beta-alanine synthase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, hypothetical protein
PGTUg99 034374 (0 h.a.1); glutamyl-trna amidotransferase subunit o, glycine dehydrogenase,
heat shock protein SSB (144 h.a.i); heat shock protein 60 (336 h.a.i) (Tabela 2.1). Como
destaque em cada tempo avaliado, em relagdo a fungdo da proteina no processo infeccioso, foi
possivel observar que a proteina glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (0 h.a.1), pode ter
um papel importante para a germinagao de uredinidsporos; glycine dehydrogenase ¢ heat shock
protein SSB (144 h.a.i), associados ao crescimento do micélio e patogeniciade; e heat shock
protein 60 (336 h.a.1), envolvida em acdes relacionada a colonizagdo, infec¢do e patogenicidade

do fungo.
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Tabela 2.1. Proteinas que mais contribuiram para as diferencas de abundancia identificadas em
urediniosporos de A. psidii coletados de S. jambos.

Tempo Proteinas  Caracteristica  ID de acesso' Nome da proteina’
GM-J1_03 Exclusiva? OHW®g9892.1 beta-alanine synthase
glyceraldehyde-3-phosphate
0 horas GM-J1_08 P33429 dehydrogenase
KAA hypothetical protein
GM-J1 10 1068343.1 PGTUg99 034374
glutamyl-trna amidotransferase
144 h GM-J1_06 EPE04615.1 subunit a
Oras  GM-J 1 09 RLV87650.1 glycine dehydrogenase
GM-J1 04 KNE96469.1 heat shock protein SSB
336 horas GM-J1 11 XP_020069862.1 heat shock protein 60

"'ID de acesso ¢ a identificacdo de acesso da proteina no banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/
versdo de langamento 08/2020).

2 Nome da proteina de acordo com o banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/ versdo de langamento
08/2020).

Estudo proteémico de plantas de S. jambos inoculadas com A. psidii

Foi possivel identificar 118 proteinas relacionadas a S. jambos. Do total de proteinas
identificadas, 87 foram identificadas as 0 h.a.i, 69 as 144 h.a.i, e 63 as 336 h.a.i.

Em relagdo ao total de proteinas identificadas, 38 proteinas sdo comuns entre todos os
tempos analisados, ¢ 63 estavam presentes em pelo menos dois dos trés tempos avaliados.
Foram identificadas proteinas exclusivas em todos os tempos estudados, observando 29 as o

h.a.i, 9 as 144 h.a.ie 17 as 336 h.a.i (Figura 2.6).
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0 h.a.i 144 h.aii

336 h.a.i

Figura 2.6. Proteinas identificadas de S. jambos inoculados com A. psidii GM-J1 durante a interagdo planta-
patégeno. Indicando o numero de proteinas encontradas exclusivamente em cada um dos tempos analisados e
comuns em dois ou mais tempos de infec¢do estudados.

A andlise multivariada PLS-DA indica que as amostras estdo distribuidas em trés grupos
distintos entre si, onde cada grupo representa o tempo de coleta de material realizado neste
estudo: 0 h.a.i, 144 h.a.i e 336 h.a.i do patdgeno A4 psidii em plantas suscetiveis de S. jambos
(Figura 2.7).
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Figura 2.7. Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) mostrando a separagdo das repeti¢oes dentro
do mesmo grupo, relacionados as amostras para analise de proteinas identificadas em S. jambos inoculadas com

A psidii nos tempos: 0 h.a.i, 144 h.a.i ¢ 336 h.a.i. R*= 0,97; Q?>= 0,93. O grafico foi gerado pelo programa
Metaboanalyst.

Em relagdo a categorizagao funcional as proteinas identificas em GM-1, foi observado uma
prenominanci de GOtermos Quecine et al. (2016) observaram uma maior abundancia de GO
termos. me MF-01 eGM-01 Avaliamos duas populacdes da mesma espécie de fungo e
observamos um grande nimero de proteinas cujos niveis mudaram entre as amostras, bem como
a presenca de proteinas Unicas em ambas as amostras. Optamos por realizar a analise de
proteinas da populacdo de fungos com base no fato de que o P. psidii tem um estilo de vida
biotrofico. Nao ha relato de seu crescimento e multiplicagdo em meios sintéticos. Sendo incapaz
de crescer fora do hospedeiro, ¢ dificil caracterizar o proteoma de outra estrutura flngica.
Portanto, ¢ trabalhoso produzir esporos usando plantas para crescimento e purificacdo dos
isolados. Durante este processo, a selecdo artificial pode ocorrer potencialmente produzindo
um patdégeno mais agressivo dependendo do hospedeiro. Alguns estudos, que utilizaram
diferentes métodos e equipamentos, encontraram maior nimero de proteinas do que os 340

descritos para P. psidii. Por exemplo, Bindschedler et al. encontrado 441 (figura 2.8).
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Figura 2.8. Ontologia genética de termos de processos bioldgicos na analise protedmica. O grafico de barras
representa a propor¢ao de% da composigdo do termo na protedmica dados.

Baseado na analise VIPs foi possivel identificar quais proteinas, que mais contribuiram
para as diferengas de abundancia, e o tratamento que a proteina esteve mais abundante durante
a interagdo infecciosa do patdogeno com a planta (Figura 2.9).

Em relagdo as proteinas que mais contribuiram para as diferencas de abundancia, a
maior quantidade foi identificada as 0 h.a.i com 36 proteinas. Quanto as proteinas encontradas
as 144 h.a.i, apesar do grande niimero de proteinas totais constatadas, apenas 11 foram que mais
contribuiram para as diferengas de abundancia. Com o tempo de coleta do material as 336 h.a.i

foram identificadas 11 proteinas como que mais contribuiram para as diferengas de abundancia.
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Figura 2.9. Variable Importance in the Projection (VIP) com score > 1 das proteinas de S. jambos que mais
contribuiram para a separag@o dos grupos quando inoculados com o fungo 4. psidii em todos os tempos analisados:
0 h.a.i, 144 h.a.i e 336 h.a.i. O grafico foi gerado pelo programa Metaboanalyst. A diferenca na coloragdo indica
se a proteina se encontra em maior ou menor abundancia no tratamento. Azul — menor abundéncia; Beje —
abundancia média; Vermelho — maior abundancia.

Foram identificadas 58 proteinas que mais contribuiram para as diferencas de
abundancia associadas a S. jambos durante o periodo da infec¢do causada por A. psidii (GM-
J1). Dentre as 58 proteinas, algumas foram identificadas como importantes no processo de
defesa da planta contra o ataque do patdgeno: photosystem II protein D2 e photosystem |
reaction center subunit 111 (0 h.a.1); pathogenesis-related protein STH-2-like e translationally-
controlled tumor protein homolog (144 h.a.i); major allergen Pru ar 1 e plastocyanin (336
h.a.i) (Tabela 2.2). As proteinas que mais contribuiram para as diferencas de abundancia
identificadas as 0 h.a.i possuem fungao relacionada a fotossintese, essencial para a obtengdo de
energia para o desenvolvimento em vegetais. Enquanto as proteinas encontradas as 144 ¢ 336
h.a.i tem suas fungdes associadas ao processo de defesa da planta para combater o ataque

promovido pelo fungo A. psidii.
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DISCUSSAO

As plantas possuem um extenso repertorio de respostas pelas quais sao capazes de localizar,
inibir e isolar infeccdes. A compreensdo de como as plantas identificam um agente estranho
como um patdgeno e como eles interagem com uns aos outros, € benéfico para a realizagao do
melhoramento genético da cultura bem como elaborar melhores estratégias de controle do
patdgeno. Por essas razdes, muitos esforgos tém sido investidos no sentido de compreender os
mecanismos de resisténcia a doencas em plantas (Li et al., 2013; Soliman et al., 2020). As
respostas de defesa em plantas ao ataque de patdgenos muitas vezes comecam com O
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patéogenos ou microbios (PAMPs ou
MAMPs) por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) localizado na superficie da
célula vegetal (Gohre; Robatzek, 2008; Bigeard; Colcombet; Hirt, 2015).

Por outro lado, as proteinas efetoras secretadas por fungos durante a infec¢dao tém como
alvo diferentes processos celulares para facilitar a colonizagdo do tecido que facilitam a invasao
do tecido (Toruno; Stergiopoulos; Coaker, 2016). Moléculas de sinalizacdo produzidas por
patogenos também inibem as respostas de defesa do hospedeiro, alterando a fisiologia para
inativar as acdes do hospedeiro acerca dos processos que interrompem as fungdes do patdgeno
durante o periodo de infeccdo (Selin et al., 2016). E assim se tem uma constante batalha entre
planta e patdgeno durante o processo de infeccao.

O objetivo comum dos fungos biotroficos (invadir o tecido hospedeiro causando danos
minimos as cé€lulas vegetais) ¢ realizado de varias maneiras. Estruturas de infec¢do iniciais ndao
parecem ser fundamentalmente diferentes daquelas encontradas em fungos necrotroficos, mas
elas geralmente mostram uma especializagdo mais funcional, como a capacidade de reconhecer
caracteristicas especificas da superficie do hospedeiro (por exemplo, o tamanho das células-
guarda dos estdmatos no caso de fungos causadores de ferrugem). Dentro do tecido do
hospedeiro, as hifas do fungo biotréfico ndo provocam a morte da célula hospedeira (Mendgen;
Hahn, 2002). Como isso ocorre ainda ndo estd totalmente esclarecido, mas este entendimento,
bem como a quantifica¢do do patdogeno durante estes estagios ¢ de grande importancia para o
melhor entendimento do desenvolvimento da doenca.

Baseado nos resultados obtidos neste trabalho, relacionados a deteccao ¢ quantificagao de
GM-J1 em folhas de S. jambos durante o processo de infec¢ao, foi observado que o patégeno
teve sua detec¢do aumentada a medida que o periodo de infecgdo se estendeu (0 h.a.i - 12,4876
pg; 72 h.a.i - 18,1148 pg; 144 h.a.i - 1586,5252 pg e 336 h.a.i - 42405,5027 pg de DNA). Bini
et al. (2018), em um estudo semelhante, a partir da detec¢@o e quantificacdo de 4. psidii (MF-

01) durante o processo de infeccdo em E. grandis, observou que a deteccdo do patdogeno por
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gPCR aumentou durante o tempo de interacdo com a planta. Entre as 0 h.a.i (10.801 pg de
DNA) e 72 h.a.i (22.747 pg de DNA), os resultados foram semelhantes aos encontrados neste
trabalho. As 240 h.ai, a quantificagio aumentou até 1382.672 pg de DNA. Diante dos
resultados apresentados, até as 72 h.a.i, o comportamento tanto do MF-01 quanto do GM-J1
quanto a velocidade de infec¢do sdo semelhentes. No entanto, a partir das 144 h.a.i, o fungo
GM-J1 se torna bem mais agressivo em jambo, podendo estar associado a uma maior
suscetibilidade do jambo a ferrugem, quando comparado a plantas de eucalipto. O
comportamento do fungo, em relagdo aos tempos avaliados, foi de grande importancia para a
escolha dos tempos de coleta de material para o estudo protedmico da interagdo A. psidii — S.
jambos.

Diversos estudos vém sendo realizados para obter um melhor conhecimento sobre a
interacdo A. psidii — S. jambos, como estudo do perfil transcricional de genes candidatos a
efetores (Lopes, 2017), metabolomica e identificagdo de metabdlito lipidico que favorece a
germinagdo de urediniosporos de P. psidii (Tessmann; Dianese, 2002), constatagdo da
reproducdo sexual entre populagdes do patdgeno para uma melhor adaptagdo a mudangas no
ambiente (McTaggart et al., 2020), evidéncias sobre o complemento do ciclo sexual de A. psidii
no mesmo hospedeiro (McTaggart et al., 2018). No entanto, um estudo protedmico durante o
processo de infecgdo de A. psidii em S. jambos ¢ inédito.

A partir do estudo protedmico durante o processo de infeccdo de 4. psidii (GM-J1) em
plantas suscetiveis de S. jambos realizado neste trabalho, foi possivel observar diversas
proteinas relacionadas 4 patogenicidade por parte do fungo, € em contrapartida, varias outras
proteinas responsaveis pela defesa da planta em resposta ao processo infeccioso. No total foram
identificadas 118 proteinas (zero, 144 e 336 h.a.i) associadas a S. jambos e 11 proteinas (zero,
144 e 336 h.a.i) relacionadas a 4. psidii. Essa menor quantidade de proteinas identificadas pode
ser devido ao equipamento utilizado na analise (Q-Tof), devido a diferengas na resolucao
absoluta do instrumento ¢ deteccdo de ions, bem como diferencas em eficiéncia de
dessolvatagdo (Rose et al., 2012). Em contrapartida, Bindschedler et al. (2009) inocularam o
fungo biotrofico Blumeria graminis f. sp. Hordei em plantas suscetiveis de cevada. A partir de
uma analise protedmica, analisada por LC-MS / MS acoplada a um espectrometro de massas
LTQ-Orbitrap, identificaram 441 proteinas de esporos ndo germinados 7 dias ap6s a inoculagao
(d.a.i); 775 proteinas de hifas (5 d.a.i) e 47 proteinas de haustorio (7-10 d.a.i). Sendo possivel
observar que o tipo de equipamento utilizado, como o analisador de massa Orbitrap, tem um
forte impacto em estudos estruturais e bioquimicos, em sistemas biologia e no estudo de redes

de interacdo de proteinas. A alta sensibilidade e resolucdo de massa alcan¢avel permitem mais
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profundidade e informacdes mais detalhadas a serem obtidas de acordo com o equipamento
utilizado (Rose et al., 2012).

Em relacdo a categoriacao funcional Quecine et al. (2016) observaram uma maior
abundancia de GO termos. me MF-01 eGM-01 Avaliamos duas popula¢des da mesma espécie
de fungo e observamos um grande niimero de proteinas cujos niveis mudaram entre as amostras,
bem como a presenga de proteinas tnicas em ambas as amostras. Optamos por realizar a analise
de proteinas da populacdo de fungos com base no fato de que o P. psidii tem um estilo de vida
biotrofico. Nao ha relato de seu crescimento e multiplicagcdo em meios sintéticos. Sendo incapaz
de crescer fora do hospedeiro, ¢ dificil caracterizar o proteoma de outra estrutura fingica.
Portanto, ¢ trabalhoso produzir esporos usando plantas para crescimento e purificacdo dos
isolados. Durante este processo, a selegdo artificial pode ocorrer potencialmente produzindo
um patdégeno mais agressivo dependendo do hospedeiro. Alguns estudos, que utilizaram
diferentes métodos e equipamentos, encontraram maior numero de proteinas do que os 340
descritos para P. psidii. Por exemplo, Bindschedler et al. encontrado 441.

Dentre as proteinas identificadas e associadas a GM-J1 durante o processo de infeccdo em
S. jambos, algumas podem possuir grande importancia para um melhor entendimento da
interacdo patdgeno-planta: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (diferencialmente
abundante as 0 h.a.i), glycine dehydrogenase (diferencialmente abundate as 144 h.a.i) e heat
shock protein (diferencialmente abundante as 144 e 366 h.a.i).

Diversos estudos vém sendo realizados visando a identificacao de proteinas relacionadas ao
processo de germinagao de esporos (Sharma et al., 2016; Luo et al., 2020), crescimento micelial
de fungos (Lee et al., 2017; El-Sharkawy; Alshora, 2020; Wang et al., 2020) e durante o
desenvolvimento da doenga (Quoc; Bao, 2017; Paccanaro et al., 2017) para auxiliar no melhor
conhecimento sobre as etapas do processo de infeccdo durante a interagdo patogeno-planta.

A glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) ¢ uma enzima glicolitica
essencial, também conhecida por sua versatilidade de fungdes dentro das células. GAPDH ¢
amplamente explorada em diversos organismos ¢ demonstrou desempenhar papéis vitais no
metabolismo eucaridtico (Seidler, 2013), auxiliando proteinas em processos regulatorios
(Kornberg et al., 2010), relacionado ao ciclo celular e apoptose (Tarze et al., 2007) e formando
complexos glicoliticos multiproteicos com a heat shock protein (Liu et al., 2009).

A proteina glycine dehydrogenase (GDh) faz parte de um complexo mitocondrial de glicina
descarboxilase que tem se mostrado importante para o crescimento de Saccharomyces

cerevisiae em glicina como Unica fonte de nitrogénio (Sinclair; Dawes, 1995).
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Hernandez et al. (2011) desenvolveram um estudo relacionado a analise de expressdo de
genes considerados como cruciais para o sucesso do processo de infec¢do de Paracoccidioides
brasiliensis em humanos: a germina¢do do fungo e a transi¢dao de conidio para micélio. Neste
estudo os autores observaram que a expressao do gene relacionado a proteina glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase foi aumentado, indicando que estd fortemente relacionado ao
processo de germinacdo do fungo. Em relacdo a transi¢do de conidio para micélio, o gene
associado a proteina glycine dehydrogenase também teve uma expressdo aumentada, indicando
a importancia nesta fase de desenvolvimento do patégeno P. brasilienses em células humanas.
Neste trabalho, a proteina glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase foi encontrada as 0 h.a.i
em uredinidosporos GM-J1 em plantas de S. jambos. Podendo indicar que a presenga dessa
importante proteina auxilia no processo de germinacdo dos uredinidosporos em plantas
suscetiveis de S. jambos. Ja proteina glycine dehydrogenase foi diferencialmente abundante as
144 h.a.i, periodo do processo de infeccdo mais avancado, podendo estar associado ao
crescimento micelial do fungo durante a colonizac¢do do hospeiro.

Heat shock proteins (Hsp) ou chaperonas sdo proteinas onipresentes e citoprotetoras, que
sdo essenciais para o dobramento de proteinas em células procarioticas e eucarioticas (Hartl;
Hayer-Hartl, 2002). A familia de proteinas Hsp60, sdo encontradas na mitocondria da célula, e
sdo expressas, principalmente, sob condi¢des estressantes (Bukal; Horwich, 1998; Pfister et al.,
2005).

Fernandes et al. (2020) investigaram a expressao relativa de mRNA para Heat shock protein
60 (Hsp60) em Paracoccidioides brasiliensis cultivado in vitro sob condi¢des normalmente
encontradas em humanos. As andlises mostraram um aumento substancial nas quantidades
relativas de mRNA de Hsp60, acompanhando o desenvolvimento do fungo. Com relacdo a
localizagdo celular, a analise por microscopia imunoeletronica revelou que o Hsp60 esta
presente dentro da parede celular. Essas observacdes sugerem que essa proteina pode estar
envolvida na manuteng¢do da integridade da parede celular e na interagdo com o hospedeiro para
colonizacio, infec¢do e patogénese. Neste trabalho a Heat shock protein 60 foi diferencialmente
abundante as 144 h.a.i ¢ também as 336 h.a.i, podendo ser uma das proteinas associadas a
patogenicidade e uma das responsaveis pela evolugdo da doenga em plantas de S. jambos.

A categorizagdo funcional de proteinas provenientes de S. jambosapontam uma mais
wuantidae de proteinas relacionas ao GO termos.... funcional de Quecine et al. (2016)
observaram uma maior abundancia de GO termos. me MF-01 eGM-01 Avaliamos duas
populacdes da mesma espécie de fungo e observamos um grande niimero de proteinas cujos

niveis mudaram entre as amostras, bem como a presenca de proteinas unicas em ambas as
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amostras. Optamos por realizar a analise de proteinas da populagdo de fungos com base no fato
de que o P. psidii tem um estilo de vida biotrofico. Nao ha relato de seu crescimento e
multiplicagdo em meios sintéticos. Sendo incapaz de crescer fora do hospedeiro, ¢ dificil
caracterizar o proteoma de outra estrutura fingica. Portanto, ¢ trabalhoso produzir esporos
usando plantas para crescimento e purificagdo dos isolados. Durante este processo, a sele¢ao
artificial pode ocorrer potencialmente produzindo um patdégeno mais agressivo dependendo do
hospedeiro. Alguns estudos, que utilizaram diferentes métodos e equipamentos, encontraram
maior numero de proteinas do que os 340 descritos para P. psidii. Por exemplo, Bindschedler
et al. encontrado 441.

A partir da andalise protedmica das proteinas associadas a S. jambos durante o processo de
infeccdo causado por 4. psidii (GM-J1), diversas proteinas relacionadas a defesa da planta
foram identificadas. Como destaque podemos citar as proteinas photosystem I reaction center
subunit II1 e photosystem II protein D2 (0 h.a.i); translationally-controlled tumor protein homolog
e pathogenesis-related protein STH-2-like (144 h.a.i) e major allergen Pru ar I e plastocyanin
(336 h.a.i). Sendo estas proteinas relacionadas ao metabolismo energético e a defesa da planta
visando o combate ao patdogeno.

Hé muito se sabe que a fotossintese € o principal processo na Terra que converte a energia
luminosa do sol em energia quimica (Rabinowitch, 1956). Os processos primarios da
fotossintese em plantas estdo localizados em organelas especiais, os cloroplastos, e a clorofila
desempenha um papel fundamental neste processo (Kamen, 2013). Apesar de os conhecimentos
acerca das biomoléculas envolvidas neste processo permaneceram por muito tempo um
mistério, uma evolugdo nas pesquisas foi alcancada em meados do século passado, quando o
conceito de dois fotossistemas foi introduzido e confirmado por evidéncias experimentais
(Fromme; Mathis, 2003). Um estudo desenvolvido por Wang (2007), investigando a expressao
génica do complexo de coleta de luz II (Lhcll) associados as proteinas photosystem I reaction
center subunit I1I ¢ photosystem II protein na macroalga marinha Ulva fasciata, concluiu que sao
proteinas importantes na capacidade fotossintética para a obtengdo de energia. Essas mesmas
proteinas foram que mais contribuiram para as diferengas de abundéncia as 0 h.a.i, podendo
também comprovar a presenca dessas proteinas associadas ao processo fotossintético em
plantas de S. jambos.

A expressao dos genes de proteinas relacionadas a patogenicidade (PR) ¢ ativada por uma
série de estresses bidticos ou abidticos, incluindo infec¢do por patdégenos (Van Loon; Rep;
Pieterse, 2006). As fung¢des enzimaticas de algumas dessas proteinas PR indicam seu papel na

defesa da planta contra o ataque de patogenos. No entanto, o acimulo de PRs ndo ¢ um pré-
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requisito para a inducdo de resisténcia, uma vez que eles fazem apenas uma pequena
contribuicdo para o sistema de defesa da planta (Van Loon; Rep; Pieterse, 2006). Neste sentido,
Dahal et al. (2009) realizaram um estudo protedmico durante o processo de infec¢dao de
Ralstonia solanacearum em plantas de tomate suscetiveis e resistentes. Observaram a presenga
da proteina PR pathogenesis-related protein STH-2-like em plantas suscetiveis, e concluiram
que ¢ uma proteina que ajuda o sistema da planta no combate ao patdogeno, mas ndo ¢ uma
proteina relacionada a indu¢do de resisténcia do vegetal ao agente causal da doenca. Essa
mesma proteina foi diferencialmente abundante as 144 h.a.i no presente trabalho. A proteina
major allergen Pru ar I identificada as 336 h.a.i em plantas de S. jambos também ¢ classifacada
como uma PR, e possui atividade antiflingica participando da defesa da planta contra invasdo
de patégenos (Zhang et al.,, 2020). Podendo indicar que essas proteinas PR podem ter
importancia no combate ao fungo invasor também em S. jambos

A translationally-controlled tumor protein homolog (TCTP) é uma proteina altamente
conservada, e amplamente expressa em todos os organismos eucaridticos (Bommer e Thiele,
2004). A TCTP pode estar envolvida em uma série de processos bioldgicos celulares basicos,
como promog¢do do crescimento e desenvolvimento, defesa celular em resposta a estresses
biologicos (Bommer; Telerman, 2020), como tolerancia a seca (Kim et al, 2012), tolerancia a
salinidade e altas temperaturas (Qin et al., 2011; De Carvalho et al, 2017). A translationally-
controlled tumor protein homolog também foi identificada as 144 h.a.i em plantas de S. jambos
infectadas com GM-J1, no entanto ainda ndo esté totalmente esclarecida a fun¢ao desta proteina
em relacdo ao processo de defesa celular devido a acdo de agentes bioticos.

A proteina plastocyanin funciona como um componente-chave do transporte fotossintético
de elétrons (TFE), onde a concentragdo de plastocianinas vegetais pode afetar a atividade de
transporte de elétrons (Schéttler; Kirchhoff; Weis, 2004). Um estudo desenvolvido por Zhou et
al. (2018) revelou um novo papel da plastocyanin vegetal na protecao contra o estresse oxidativo
a partir da analise de expressdao do gene (SsPETE?2) associado a proteina plastocyanin em
plantas de e Suaeda salsa quando submetidas ao estresse salino. Segundo Pesaresi et al. (2009)
a plastocyanin pode ter influéncia na fotossintese, com base na sua abundancia em c¢lulas
vegetais. A plastocyanin também foi encontrada neste trabalho as 336 h.a.i, podendo estar
relacionada a defesa de S. jambos em decorréncia ao estresse causado pela presenca de do fungo
GM-J1. Podendo também estar agindo no processo da fotossintese, tentando compensar a perda
na area fotossintética da folha causada pela formacao das estruturas de infec¢ao de A. psidii.

Diante dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel observar que, a partir do estudo

protedmico durante o processo de infec¢do de A. psidii (GM-J1) em plantas de S. jambos
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suscetiveis, esta pesquisa contribuiu um pouco mais para um melhor entendimento acerca da

interacdo patogeno-planta durante o desenvolvimento da doenga.
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4. ESTUDOS OMICOS DA INTERACAO Eucalyptus grandis X Austropuccinia psidii

Resumo

Austropuccinia psidii causa a doenca comumente conhecida como ferrugem das Mirtaceas, uma doenga
associada a um fungo biotrofico obrigatorio pertencente ao filo Basidiomycota que ¢ altamente diverso. Em
contraste com a maioria das outras ferrugens, a ferrugem das Mirtaceas tem o potencial de infectar centenas de
espécies diferentes, aumentando as consequéncias relacionadas a infec¢do. O Eucalyptus grandis ¢ uma das
espécies pertencente as Mirtaceas que ¢ bastante afetada pela doenca, principalmente devido ao seu alto valor
econdmico e sua variavel grau de suscetibilidade. A doenga pode diminuir consideravelmente a produtividade da
eucaliptocultura devido a sua severidade. Diante disso, estudos 6micos se tornam importantes técnicas para aplicar
durante o processo de infecgdo entre 4. psidii - E. grandis, visando avaliar quais os compostos estdo presentes
nessa complexa interagdo planta-patdogeno. Assim, foi realizado a analise metabolomica por meio de
Cromatografia Liquida (LC-MS; nos modos negativo e positivo de operagdo) e Cromatografia Gasosa (GC-MS),
aliados a uma analise protedmica realizada com o auxilio de espectrometro de massas LTQ Orbitrap Velos
acoplados a um instrumento NLC de LC (MS-MS / MS) por um sistema EASY. Estas analises foram realizadas
durante o inicio e final do processo de infeccdo de A. psidii em E. grandis, sendo coletado material vegetal
inoculado com o patégeno as 0 e 144 horas apos a inoculagio (h.a.i.). Como resultados foram identificadas 2299
proteinas totais durante a interacdo planta patdgeno. Onde 143 estdo associadas a fungdes de A. psidii e 2156
relacionadas a E. grandis. Dentre as proteinas associadas a A. psidii destacam-se: Fungal Zn binuclear cluster
domain conteining protein (0 h.a.i) — associada a formagdo de apressorio; transaldolase (144 h.a.i) e
adenosylhomocysteinase (144 h.a.i) — estas associadas ao metabolismo, patogenicidade e colonizagdo no
hospedeiro. Em relagio as proteinas identificadas em E. grandis, as proteinas que possuem fungdes interessantes
sdo: ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase e rubisco accumulation factor I identificadas as 0 h.a.i
(participando na producdo de energia — fotossintese); e as proteinas malate dehydrogenase, major allergen Pru av
1-like, abscisic stress ripening protein, actin-7, V-type proton ATPase, proteasome subunit alpha ¢ isoflavone
reductase-like identificadas as 144 h.a.i (com funcdes relacionada a defesa da planta). De acordo com os resultados
obtidos a partir das analises metabolomicas foi possivel observar que 59 metabdlitos foram identificados a partir
de LC-MS (50 no modo positivo de operagdo - 16 as 0 h.a.i ¢ 34 as 144 h.a.i; e 9 no modo negativo de operagao -
4 as 0 h.a.ie 5 as 144 h.a.i) e 32 a partir do estudo de GC-MS (com 7 as 0 h.a.i; 24 as 144 h.a.i e | presente em
ambos os tempos analisados). A partir da analise LC-MS (modo positivo) a oleacin (0 h.a.i) pode estar auxiliando
o processo de germinagao do fungo. Enquanto a ceramide (144 h.a.i) atua no processo de defesa da planta. Na LC-
MS (modo negativo de operacdo) os metabolitos 6-Hydroxy-3,3',4"5,7,8-hexamethoxyflavone (0 h.a.i) e
Chlorhexidine (144 h.a.i) foram encontrados e podem participar do mecanismo de defesa da planta. Como
metabdlitos importantes na interagdo patéogeno-planta provenientes de GC-MS, o &cido cinamico (encontrado as 0
h.a.i) pode auxiliar o fungo no processo de entrada nos tecidos da planta; e os metabolitos Calistegina A3, 4cido
azelaico, acido glicérico e piridoxamina (encontrados as 144 h.a.i) estdo associados ao processo de defesa da
planta. Diversas proteinas e metabolitos identificados no presente estudo possuem fungdes relacionadas ao sistema
de defesa da planta ou ao mecanismo de ataque desenvolvido pelo fungo. Ha uma correlagdo entre as proteinas
XP_010028896.1 (eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-3), XP_010056880.1 (urease accessory
protein G), XP_010062321.1 (expansin-A13), XP_010066331.1 (ubiquitin domain-containing protein DSK2a
isoform X1), XP_010044210.1 (phosphoglucomutase cytoplasmic isoform X2), XP_010038186.1 (glutathione S-
transferase Fi3) identificadas em E. grandis com a proteina
evm.model. NODE 10888 length 9735 cov 3.75075.1 (ADP-ribosylation factor) encontrada no estudo
protedmico em A. psidii. Neste sentido, os resultados obtidos contribuem com o melhor entendimento & nivel
molecular da interagdo entre A. psidii e E. grandis, servindo como base para futuros estudos.

Palavras-chave: Metabolomica; protedmica; shotgun, ferrugem das Mirtdceas; interagdo planta-patdgeno.
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4. Omic studies of the interaction Eucalyptus grandis x Austropuccinia psidii

Abstract

Austropuccinia psidii causes the disease commonly known as Mirtacea rust, a disease associated with a
mandatory biotrophic fungus belonging to the phylum Basidiomycota which is highly diverse. In contrast to most
other rust, Mirtacea rust has the potential to infect hundreds of different species, increasing the consequences
related to infection. Eucalyptus grandis is one of the species belonging to the Mirtaceae that is quite affected by
the disease, mainly due to its high economic value and its variable degree of susceptibility. The disease can
considerably decrease the productivity of Eucalyptus culture due to its severity. Therefore, omic studies become
important techniques to apply during the infection process between A. psidii - E. grandis, aiming to evaluate which
compounds are present in this complex plant-pathogen interaction. Thus, the metabolomic analysis was performed
by means of Liquid Chromatography (LC-MS; in the negative and positive modes of operation) and Gas
Chromatography (GC-MS), together with a proteomic analysis performed with the aid of an LTQ Orbitrap Velos
mass spectrometer coupled to an LC NLC instrument (MS-MS / MS) by an EASY system. These analyzes were
performed during the beginning and end of the 4. psidii infection process in E. grandis, and plant material
inoculated with the pathogen was collected at 0 and 144 hours after inoculation (h.a.i.). As a result, 2299 total
proteins were identified during the plant pathogen interaction. Where 143 are associated with functions of 4. psidii
and 2156 related to E. grandis. Among the proteins associated with 4. psidii, the following stand out: Fungal Zn
binuclear cluster domain conteining protein (0 h.a.i) - associated with the formation of appressorium; transaldolase
(144 h.a.i) and adenosylhomocysteinase (144 h.a.i) - these associated with metabolism, pathogenicity and
colonization in the host. Regarding the proteins identified in E. grandis, the proteins that have interesting functions
are: ribulose bisphosphate carboxylase / oxygenase activase and rubisco accumulation factor 1 identified at 0 h.a.i
(participating in the production of energy - photosynthesis); and malate dehydrogenase proteins, major allergen
Pru av 1-like, abscisic stress ripening protein, actin-7, V-type proton ATPase, proteasome subunit alpha and
isoflavone reductase-like identified at 144 hai (with functions related to plant defense) . According to the results
obtained from the metabolomic analyzes it was possible to observe that 59 metabolites were identified from LC-
MS (50 in the positive mode of operation - 16 at 0 hai and 34 at 144 hai; and 9 in the negative mode of operation
-4 at 0 hai and 5 at 144 hai) and 32 from the study of GC-MS (with 7 at 0 hai; 24 at 144 hai and 1 present in both
times analyzed). From the LC-MS analysis (positive mode), oleacin (0 h.a.i) may be helping the fungus
germination process. While ceramide (144 h.a.i) acts in the plant defense process. In LC-MS (negative mode of
operation) the metabolites 6-Hydroxy-3,3 ', 4', 5,7,8-hexamethoxyflavone (0 hai) and Chlorhexidine (144 hai) were
found and may participate in the defense mechanism of the plant. As important metabolites in the pathogen-plant
interaction from GC-MS, cinnamic acid (found at 0 h.a.i) can assist the fungus in the process of entering the plant
tissues; and the metabolites Calistegine A3, azelaic acid, glycolic acid and pyridoxamine (found at 144 h.i.i) are
associated with the plant's defense process. Several proteins and metabolites identified in the present study have
functions related to the plant's defense system or the attack mechanism developed by the fungus. There is a
correlation between the proteins XP_010028896.1 (eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-3),
XP_010056880.1 (urease accessory protein G), XP_010062321.1 (expansin-A13), XP_010066331.1 (ubiquitin
domain-containing protein DSK2a isoform X1), XP_010044210.1 (cytoplasmic phosphoglucomutase isoform
X2), XP _010038186.1 (glutathione S-transferase F13) identified in E. grandis with the protein
evm.model. NODE 10888 length 9735 cov_3.75075.1 (ADP-ribosyl factor) 4. psidii. In this sense, the results
obtained contribute to a better understanding at the molecular level of the interaction between A. psidii and E.
grandis, serving as a basis for future studies.

Keywords: Metabolomics; proteomics; shotgun; rust of Mirtaceae; plant-pathogen interaction.
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INTRODUCAO

Austropuccinia psidii (Basidiomycota; Pucciniales; Sphaerophragmiaceae) (Beenken,
2017) conhecido também como agente causal da doenca ferrugem das Mirtaceas, ¢ um fungo
patogénico nativo da regido central e América do Sul (Coutinho et al., 1998; Glen et al., 2007),
que ataca uma ampla gama de espécies da familia Myrtaceae (Carnegie; Lidbetter, 2012; Morin
et al., 2012; Sandhu; Park, 2013; Giblin e Carnegie, 2014), causando danos sérios e perdas
econdmicas a plantas de Eucalyptus grandis (Pegg et al., 2017; Silva et al., 2017).

Respostas a infeccao sao espécie-especificas, com sintomas que variam de manchas roxas
em espécies resistentes a caracteristicas associadas a formagao de uredinidsporos amarelos que
podem levar a distor¢do das folhas, desfolhamento, reprodugao reduzida (por infec¢ao de flores
e frutos) e morte (Rayachhetry et al. 2001; Uchida; Zhong; Killgore, 2006; Carnegie et al.
2016).

Virias espécies do género Eucalyptus sdo suscetiveis a ferrugem das Mirtaceas, sendo
considerada uma grande ameaca global para plantacdes exoticas e nativas (Carnegie; Pegg,
2018). No Brasil, a ferrugem ¢ considerada uma das mais potencialmente nocivas doengas ao
cultivo de eucalipto, a cultura mais importante para a celulose e industria de papel do pais
(Junghans et al. 2003).

As espécies do género Eucalyptus se destacam por apresentar rapido crescimento, sobretudo
nas condicdes tropicais, o que confere ao Brasil uma vantagem competitiva em relacao a outros
paises concorrentes, devido as condi¢des favoraveis de clima, solo, extensao territorial, mao de
obra, infraestrutura e capacidade produtiva (Valverde et al., 2004). Estima-se que haja
aproximadamente 20 milhdes de ha de plantagdes de eucalipto em todo o mundo, onde
aproximadamente 25% desse total esta localizado no Brasil (Alvares et al., 2017). A plantagao
de culturas exoticas e geneticamente uniformes pode sofrer pressao de selecdo e ser infectado
por muitos patdégenos endémicos (Wingfield et al., 2015). O patdégeno endémico e cosmopolita
mais importante relacionado as plantagdes de eucalipto ¢ o fungo Austropuccinia psidii
(Masson et al., 2013).

Para o melhor entendimento em nivel molecular da a intera¢do planta-patégeno durante o
processo de infec¢do, diversas técnicas vém sendo aplicadas. Técnicas conhecidas como dmicas
desenvolvidas em grande escala, como gendmica, transcriptomica, protedmica ¢ metabolomica,
sdo conhecidas por gerar conjuntos de dados massivos e complexos. Em combinacdo, essas

abordagens tém o potencial de destrinchar de forma abrangente um sistema bioldgico e definir
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como todos os seus componentes interagem dinamicamente (Bindschedler; Panstruga; Spanu,
2016).

A aplicacdo de técnicas protedmicas de alto rendimento ¢ uma excelente abordagem para
gerar grandes quantidades de informagdes biologicas e moleculares relacionado a biologia
fangica (Liang et al., 2010; Gonzalez-Rodrigues et al., 2015). Assim, as andlises protedmicas
téem sido conduzidas para destrinchar processoa associados a patogenicidade fungica e as
interacdes planta-patogeno (Liang et al., 2008; Gonzélez-Fernandez et al., 2014). As
investigagdes a nivel de proteoma normalmente envolvem eletroforese baseada na separagao
em gel ou abordagens de aplicacdo direta do extrato proteico em equipamentos (Gonzalez-
Fernandez; Jorrin-Novo, 2012). Especialmente as abordagens de shotgun com base em
espectrometria de massa acopladas a cromatografia liquida (LC-MS / MS) tém se tornado cada
vez mais populares para a caracterizacao de alto rendimento dos proteomas de diversos estudos
relacionados a interagdo planta-patdgeno (Sun et al., 2020; Rodriguez-Pires et al., 2020).

A metabolomica pode fornecer informagdes sobre o metabolismo da planta durante o
desenvolvimento e em resposta a uma ampla gama de estimulos bioticos e abidticos, incluindo
estresses relacionados a ataques de patdgenos (Lopez-Gresa et al., 2010; Pang et al., 2018).

Os potenciais insights integrativos incluem a reconstrucio de redes metabolicas (Droste et
al.,, 2011) e vias de sinalizagdo complexas (Tieri et al., 2011). Consequentemente, esses
métodos tém sido usados, individualmente ou em combinagdo, em inimeras espécies €
condi¢des, incluindo diferentes tipos de fungos fitopatogénicos (Tan et al., 2009). O manuseio,
integracdo e interpretagdo de dados de varias plataformas, a partir de estudos Omicos,
permanece, no entanto, uma tarefa desafiadora devido a grande quantidade de informacgdes
geradas (Gomez-Cabrero et al., 2014).

Diante disso, a utilizacdo de estudos Omicos, com uma abordagem transcriptomica,
protedmica e metablomica, se tornam de suma importancia para uma observacao melhor
respaldada acerca do que ocorre em cada etapa do processo de infec¢do de 4. psidii em E.

grandis.
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MATERIAL E METODOS

Inoculacio de A. psidii (MF-01) em plantas de E. grandis

Para o estudo do processo de infec¢do do patdogeno em eucalipto, cinco clones do genotipo
Susceptivel 04 (S4) foram preparados, aclimatados e inoculados com a linhagem monopostular
MF-01 (10° esporos mL™). As plantas foram mantidas em condi¢cdes homogéneas, com
temperatura de 20°C e 12 horas de luz por dia, para garantir uma infecgao eficiente do patégeno
conforme descrito por Leite (2012). As plantas foram mantidas no escuro nas primeiras 24 horas
apos a inoculagdo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

Os intervalos de estudo estabelecidos para amostragem do material bioldgico foram: (1)
zero horas ap6s a inoculacdo (h.a.i) — controle e (2) 144 h.a.i. As folhas foram coletadas e

imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

Extracio das proteinas

Folhas inoculadas com uredinidsporos 4. psidii (MF-01), proveniente de plantas de E.
grandis foram submetidas a extra¢do de proteinas nos tempos: 0 h.a.i ¢ 144 h.a.i.

Inicialmente as folhas, de acordo com seu tratamento, foram trituradas em almofariz
com o auxilio de nitrogénio liquido. Em seguida as amostras foram pesadas para a obtencao de
uma massa comum entre tratamentos e repeti¢des, totalizando 200 mg de material vegetal por
amostra.

Em cada tubo com material vegetal triturado foi adicionado 7,5 mL do tampao de
extracdo [0,5 M Tris-HCI pH 7,5; 0,7 M Sacarose; 0,1 M Cloreto de potassio; 50 mM EDTA;
ImM PMSF; 2% (v/v) B-mercaptoetanol e 1% (m/v) PVPP (Hurkman; Tanaka, 1986). Em
seguida as amostras foram submetidas a agitagdo (70 rpm) constante por 30 minutos imersos
em caixa de isopor com gelo triturado. Logo ap6s foram adicionados 7,5 mL de uma solugao
de fenol equilibrado com 10 mM de Tris-HCI pH 8, sendo novamente submetidos ao gelo e
agitacdo constante (70 rpm) por 30 minutos, com posterior centrifugacao (10.000 g) por 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi recuperado e o processo de adicdo do tampao de extracao,
seguido de agitacdo e centrifugacdo, foram realizadas por trés vezes. O sobrenadante foi

recuperado e transferidos para novos tubos, sendo adicionado 20 mL do tampdo de precipitagido
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(metanol 100% + 0,1 M acetato de amodnio), mantendo as amostras a -20°C overnight. No dia
seguinte foi realizada a centrifugacdo (16.000 g) por 20 minutos a 4°C para obtencdo do pellet
proteico. Os pellets foram entdo lavados com um tampao contendo metanol 100% + 0,1 M de
acetato de amonio. Esta lavagem foi realizada trés vezes, e entre cada lavagem as amostras
foram centrifugadas (16.000 g a 4°C), e o sobrenadante descartado. Em seguida 15 mL do
tampao foram adicionados e se procedeu do repouso por 1 hora a -20°C. Apos estas lavagens e
a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e se adicionou as amostras 30 mL de outro
tampao de lavagem com acetona 100%, sendo submetidas por 1 hora a -20°C. Seguiu-se
novamente a centrifugacao 16.000 g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os
pellets foram secos em dissecador a 4°C por 24 horas.

As proteinas totais provenientes da extracao foram ressuspendidas em 300 pL de tampao
de solubilizagdo - TCT [7 M uréia, 2 M tiuréia, 10 mM DTT e 0,4% (v/v) Triton X-100], sendo
em seguida centrifugados por 30 minutos a 16000 g e 4°C. O sobrenadante foi transferido para

novos tubos e estocados em a -80°C.

Dessalinizacao das amostras

A dessalinizagao foi realizada com o auxilio de filtros Amicon®Ultra 3KDa (Millipore),
onde ocorreu a substitui¢do do tampao de solubilizacdo ao qual as amostras foram submetidas
por um tampao com bicarbonato de aménio 50 mM e pH 8,5, de acordo com as normas
indicadas pelo fabricante. Inicialmente as colunas foram hidratadas com 400 pL de dgua grau
MS (Sigma-Audrich), seguindo da centrifugacdo a 14000 g e 18°C por 10 minutos.
Posteriormente foram adicionados aos filtros as amostras no seu volume total (300 pL da
amostra adicionado de 100uL de agua grau MS), e centrifugadas como mencionado
anteriormente. Em seguida foram adicionados sempre 400pL de bicarbonato de amonio 50 mM
com posterior centrifugagdo a 14000 g ¢ 18°C por 10 minutos. Este procedimento foi realizado
5 vezes. Finalmente as amostras foram estocadas a -80°C até se realizar a digestdo. Estas

estavam em volume final de 300 uL.
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Quantificacido de proteinas

A quantificagdo de proteinas presente em cada amostra do estoque (300 pL) foi
realizada de acordo com o método descrito por Bradford (Bradford, 1976), com o auxilio de
um kit comercial Biorad® e um aparelho espectrofotdometro Hitachi modelo U-3300. As leituras
de absorbancia foram feitas com comprimento de onda de 595 nm, com trés repeti¢des. A partir
das repeti¢des foram calculadas as médias, e estas utilizadas na equacdo da reta para obtencao
da curva padrio. Assim foram obtidas a concentragio de proteinas, em pg.uL!, em cada
amostra. Desta forma, 25 ug de proteinas foram separadas em aliquotas para a realizacdo da

digestao.

Digestiao das amostras

ApoOs a quantificacdo de proteinas referentes a cada amostra, uma aliquota de 25 ug de
proteina foi aplicada em gel de poliacrilamida 12% (LAEMMLI, 1970). Este volume foi
somado ao tampao de desnaturacao (0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 10% (v/v) glicerol, 10% (m/v)
SDS, 5% (v/v) B-mercaptoetanol e 1% (m/v) Bromofenol Blue), obtendo-se um volume final
de 30uL. A corrida no gel ocorreu por 1 hora, a uma voltagem constante de 50 volts.

Apos a corrida do gel, este foi transferido para uma solucao fixadora [40%(v/v) etanol
e 10%(v/v) 4cido acético) por 1 hora, visando a imobilizagdo das proteinas no gel. Em seguida
o gel foi transferido para uma solucao contendo o corante Comassie Blue G250, de acordo com
Candiano et al. (2004). Finalmente o gel foi lavado em 4gua Miliq até serem observados os
perfis proteicos de cada amostra. Em seguida, cada banda referente as proteinas totais de uma
amostra, foi retirada e fragmentada em pedacos de aproximadamente 1 mm, realizando, por
conseguinte, a digestdo a partir do gel de acordo com Shevchenko et al. (1996), como descrito
no item 2.7 do Capitulo 1.

Apos a digestdo dos peptideos as amostras foram purificadas conforme descrito por

Rappsilber et al. (2007).
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Analise por cromatografia liquida de alta resolucio e espectrometria de massa (LC-
MS / MS)

Uma aliquota de 4,5 uL da mistura resultante de peptideos de cada amostra foi carregada
no espectrometro de massa LTQ Orbitrap Velos (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) conectado a um instrumento NLC de LC (MS-MS / MS) por um sistema EASY (Proxeon
Biosystems, West Palm Beach, FL, EUA) com uma fonte de ions de eletrodos por pulverizagao.

Os peptideos foram separados por gradiente de acetonitrila de 2% a 90% em 4cido férmico
a 0,1% usando uma coluna analitica Pico (20cm x ID75 pm, tamanho de 5 um, novo objetivo,
Woburn, MA, EUA), com uma taxa de fluxo de 300nL.min"! por 45 minutos. Em seguida, os
eletroeletronicos repelem a tensao de 1,7kV e a temperatura ¢ de 275 © C. Todos os métodos de
equipamento foram configurados no modo de aquisi¢do dependente de dados. A varredura
completa dos espectros de MS (m / z 300-1600) foi adquirida pelo analisador Orbitrap apds a
acumulacdo no valor-alvo de 1e6. A solucdo foi definida como = 60.000 e os ions peptidicos
mais intensos com os estados de carga 2 foram isolados sequencialmente para um valor de 5.000
e fragmentados na armadilha de linearizacdo usando CID de baixa energia (energia de colisao
normalizada de 35%). A exclusdo dinamica foi ativada com uma lista de tamanho de exclusao
de 500, duragdo de exclusdao de 60 segundos e contagem de repeticdes de 1. Foi usada uma

ativagdo q = 0,25 e tempo de ativacao de 10ms.

Analise de dados

Os espectros MS / MS foram gerados a partir do arquivo de dados brutos com o protomas
1.3 (ThermoFisher Scientific) utilizando o mecanismo de busca Sequest (Thermo Finnigan, San
Jose, CA, EUA; versao 1.4.0.288). Os parametros utilizados foram: oxidacdo de metionina (+
15.995Da) como modificacdo ndo varidvel, tolerdncia de 10ppm para precursor e 1,0 Da para
ions fragmentos. Para quantificagdo de proteinas, os arquivos de dados foram analisados no
Scaffold Q + (versdo Scaffold 4.4.1.1, Proteoma Software, Inc., Portland, OR, EUA) ¢ o valor
quantitativo (contas espectrais normalizadas) foram obtidos com os limiares de proteina com
uma probabilidade maxima de 90% e pelo menos um peptideo com limiares estabelecidos com
uma probabilidade minima de 60% e cortes de X +1> 1,8, + 2> 22, + 3> 2,5 ¢ +4> 3,5 para
manter menos que 1% de FDR. Somente peptideos com um minimo de cinco residuos de
aminoacidos, w que apresentaram limiar significativo (p <0,05) no sistema de base de pesquisa,

foram considerados como produto da clivagem de peptideos. O peptideo foi considerado tnico,
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diferenciado no residuo de aminoécido pelo menos 1; peptideos covalentemente modificados,
incluindo alongamento do terminal N ou C (isto ¢, clivagens perdidas) foram contados como
unicos, e diferentes estados de carga do mesmo peptideo e modificagdes ndo foram contados
cOmo Unicos.

Os espectros foram adquiridos usando o software MassLynx ™ v.4.1 (Waters Corporation,
Milford, MA, EUA) e os arquivos de dados brutos foram convertidos para um formato de lista
de pico (.mgf, formato genérico do Mascot) sem adicionar as varreduras. Foi utilizado como
base, referéncia para o banco de dados, o trabalho publicado por Myburg et al. (2014). O
arquivo em formato .fasta foi baixado do National Center of Biotechnology Information

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) para a busca de proteinas relacionadas ao Eucalipto.

Resumidamente, o sequenciamento de A. psidii (MF-01) foi realizado utilizando vdrias
tecnologias de sequenciamento: MiSeq, Hiseq2500 (Pair end e Mate Pair), PacBio e Roche 454.
Os dados foram processados, montados e anotados usando varios programas: SPAdes (v.3.9
.1), RepeatMasker (v. 4.0.7), TopHat, Augustus (v. 1.1), PASA (v. 2.1.0), EvidenceModeler (v
1.1.1), Blast (v. 2.6.0), InterproScan, Blast2go (v. 4.1.9 PRO), entre outros (Altschul et al.,
1990; Trapnell; Pachter; Salzberg, 2009; Conesa et al., 2005). O alinhamento dos dados
RNASeq foi realizado com o genoma de referéncia mascarado de 4. psidii (sem a presenga de
elementos transponiveis e retrotransposons) que contém 47.121 ORFs (dados ndo publicados).

A quantificagdo relativa de cada proteina na mistura foi determinada pelo indice de
abundancia de proteinas exponencialmente modificado (emPAI), obtido no software Mascot
Distiller (Ishihama et al., 2005). Os parametros de pesquisa incluiram tripsina como protease,
com um maximo de 1 clivagem perdida; carbamidometilagdo da cisteina como modificacao
fixa e oxidagdo da metionina como modificagdo varidvel. Foi utilizada tolerancia de 0,1 Da para

precursor (MS) e fragmento (MS / MS) de ions e massa molecular monoisotopica.

Analise estatistica

As proteinas que mais contribuiram para as diferencas de abundéancia entre os tratamentos

analisados foram acessadas a partir do programa online MetaboAnalyst4.0

(https://www.metaboanalyst.ca/ ). A matriz de dados gerados (com as proteinas que foram

encontradas em pelo menos duas, das trés repeti¢des) foi normalizada por transformagdo em
log (log transformation) e dimensionados por pareto (pareto scaling), a fim de auxiliar na
comparagdo dos dados. Como andlise univariada foi realizado a ANOVA. Andlises

multivariadas também foram geradas, como PLS-DA (andlise discriminante de minimos
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quadrados parciais), PCA (analise de componentes principais) e VIPs (importancia das
variaveis nas proje¢des multivariadas) com score > 1,5 (Akarachantachote; Chadchan;
Saithanu, 2014). A partir destas andlises foi possivel identificar os fatores que mais
contribuiram para as diferencas de abundancia entre as proteinas na comparacdo entre

tratamentos.

Integracao de dados protedmicos entre E. grandis e A. psidii

A fim de reduzir a discrepancia das escalas, os conjuntos de dados foram dimensionados
usando o Z-score. Esta metodologia dimensiona os dados definindo a média = 0 e o desvio
padrao = 1. Apds o escalonamento, os parametros de regularizagdo foram realizados usando
a fun¢do tune.rcc (), onde um conjunto de valores positivos foi escolhido para avaliar a
pontuacdo de validacdo cruzada (cv-score) para cada ponto na rede. Todas essas funcdes
fazem parte do pacote mixOmics 5.2 (Lé Cao; Gonzélez; Déjean, 2009).

Em seguida, a fungdo rcc () foi usada para realizar a analise de correlagdo candnica
regularizada (rCCA) e, finalmente, a funcdo network () foi usada para criar as redes.

Para construir as redes, um limiar foi escolhido a fim de obter redes bioldgicas
interpretaveis, que ndo sdo nem muito densas nem muito esparsas (Wallace et al., 2014).

As redes de correlagdo foram exportadas para o software Cytoscape 3.5.1 (Shannon et
al., 2003) para analise posterior. Utilizou-se o layout organico, com o didmetro dos noés em
relacdo ao numero de arestas ndo direcionadas, pois quanto maior o nd, mais arestas ele possui.
O valor de correlagdo ¢ destacado pela intensidade da cor da borda, variando de verde escuro
(correlag@o negativa) a vermelho escuro (correlagdo positiva). Finalmente foi selecionado o

limite de 0,99 para construir a rede de integracao.

Extraciao de metabdlitos

Folhas inoculadas com uredinidsporos de A. psidii MF-01 do patégeno foram submetidas a
extracdo de metabolitos. Inicialmente o primeiro par de folhas de cada ramo, coletadas em 0
h.a.i e 144 h.a.i, foram trituradas em almofariz com o auxilio de nitrogénio liquido. Em seguida

as amostras foram pesadas para a obtengdo de uma massa comum entre tratamentos e
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repeticoes, sendo de 50 mg de material para o modo positivo de operacdo e de 150 mg para o
modo negativo de operagao.

Em cada amostra foi pipetado 500 uL do solvente de extragdo composto por
cloroférmio/agua/metanol (20/20/60%) adicionado de uma solugdo de quercetina/etanol 100%
(Img/1mL) como padrdo interno para marcacao isotopica. Os tubos foram homogeneizados.
Apos o procedimento anterior, as amostras foram sonicadas sem aquecimento e com a adi¢ao
de gelo por 15 minutos (UltraCleaner 1600A— Unique), seguindo da centrifuga¢do por 10
minutos a 14000 g e 4°C. O sobrenadante foi filtrado em filtro Whatmann com 0,22 um de

porosidade, sendo logo transferido para vials e armazenado a -80°C.

Separacio e analise de metabdlitos

Cromatografia Liquida (LC)

Os metabolitos foram analisados por meio da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada ao espectrdmetro de massas (UPLC-MS). Apds a separagdo no
cromatografo liquido, as amostras foram automaticamente injetadas e analisadas em
equipamento Q-TOF Ultima API (Waters, Manchestaer, UK) de alta resolucdo, usando
ionizagdo por eletrospray (ESI) no modo positivo (ESI') e no modo negativo (ESI).

Para cada uma das repeti¢des biologicas foram adicionadas trés repeticdes técnicas,

totalizando 15 repetigdes por tratamento.

Fragmentacio e identificacio de metabdlitos (LC-MS)

Os metabdlitos selecionados foram submetidos a fragmentagdo para a elucidacdo se sua
identidade por (MS/MS). Para a fragmenta¢ao dos metabdlitos foram utilizadas trés energias
de colisdo: 20eV, 30eV ¢ 50¢V.

Apds a fragmentacdo e a montagem da estrutura dos metabolitos por MS/MS, foi realizada

a comparagdo com estruturas encontradas no programa HMDB (http://www.hmdb.ca/) de
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acordo com a massa do composto. A partir disto, foi elucidada a estrutura e a identificacao do

metabdlito.

Cromatografia Gasosa (GC)

Para as andlises de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS),
aliquotas de 100 uL do extrato de metabolitos (item 2.3) de amostras do modo positivo, foram
transferidas para novos vials e concentrados a vacuo. Nesta etapa foram utilizadas trés
repeti¢des bioldgicas. Em seguida foram adicionados 10ul. dos padrdes externos (acido
palmitico, 4cido succinico e 4cido miristico), todos com concentra¢io de Img.mL.

A derivatizagdo foi realizada pela adigdo, a cada amostra, de 30 uL de metoxiamina (15 mg.
mL") em piridina, sendo entdo vortexadas por 1 minuto para homogeneizagio e mantidas em
repouso a temperatura ambiente na auséncia de luz por 16 horas. Apds este periodo foi
adicionado 30 uL de MSTFA (N-metil-trimetilsilil-trifluoroacetamida) com 1% de TMCS
(trimetilclorosilano). As amostras permaneceram em repouso por 1 hora em temperatura
ambiente.

Finalmente foram adicionados 30 uL de heptano. Logo em seguida as amostras foram

analisadas no equipamento GC-TOFMS (Pegasus 4D, Leco, St. Joseph, US).

Processamento de dados brutos

Ap0s a separagdo dos metabolitos e a andlise (nos modos negativo e positivo proveniente
do LC-MS e de amostras do modo positivo para o GC-MS realizados nos itens anteriores), 0s
dados foram submetidos & um processamento prévio para a deteccdo de candidatos a
metabolitos. Esta primeira analise para remogao de ruidos e normalizacao de dados foi realizada
no programa MarkerLynx (Waters, Manchester, UK). Em seguida os dados foram transferidos
para um arquivo Microsoft Excel. Os candidatos a metabdlitos que apresentaram valor zero em
mais de 50% do total de repeticdes receberam valor zero em todas as repeti¢des para evitar a

presenga de falso-positivos.
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Analise estatistica dos dados obtidos por LC-MS e GC-MS

Os metabolitos que mais contribuiram para as diferencgas de abundancia entre os tratamentos
analisados  foram acessados através do programa online MetaboAnalyst4.0

(https://www.metaboanalyst.ca/). As intensidades de picos relacionados as massas obtidas

foram normalizadas usando a massa da quercetina como referéncia. A matriz de dados gerados
foi filtrada por “intervalo interquantil” (/nterquantile range — IQR), normalizados por
transformagao em log (log transformation) e dimensionados por pareto (pareto scaling), a fim
de auxiliar na comparacdo dos dados. Analises multivariadas foram geradas, como PLS-DA
(andlise discriminante de minimos quadrados parciais), PCA (andlise de componentes
principais) e VIPs (importancia das variaveis nas proje¢cdes multivariadas) com score > 1,5
(Akarachantachote; Chadchan; Saithanu, 2014). A partir destas analises foi possivel identificar
os fatores que mais contribuiram para as diferencas de abundancia entre os metabolitos na
comparacao dos tratamentos. Para o LC-MS foi selecionado o top 50 (para o modo positivo de
operagao) e o top 9 (no modo negativo de operagdo), e para o GC-MS foi selecionado o top 32.
Esta selecao foi realizada de acordo com os picos mais discriminatdrios baseado no modelo de

classificacdo PLS-DA, teste t e pela pontuagdo da anélise VIPs.

RESULTADOS

Proteinas de A. psidii identificadas durante o processo de infeccio em E. grandis

Com a analise protedomica de A4. psidii (MF-01) durante o processo de infec¢do em E.
grandis foram identificadas no total 143 proteinas. Deste total, 40 foram identificadas

exclusivamente as 0 h.a.i, 59 as 144 h.a.i e 44 foram comuns a ambos os tempos (Figura 3.1).
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0 h.ai 144 h.a.i

59

(41.3%)

Figura 3.1. Proteinas identificadas de MF-01 inoculadas em E. grandis. As proteinas encontradas exclusivamente
em cada um dos tempos analisados e comuns em dois ou mais tempos de infec¢do. Tempos estudados: 0 h.a.i e
144 h.a.i.

Foi possivel observar, com respaldo na analise Partial Least Squares Discriminant
Analysis (PLS-DA), que as proteinas identificadas em cada um dos tempos analisados
modificam o perfil proteico de 4. psidii durante o processo de infec¢do em E. grandis (Figura
3.2). A quantidade maior de proteinas identificadas no tempo final analisado neste trabalho (144

h.a.i) pode estar relacionado ao maior tempo de colonizag¢do do fungo nos tecidos da planta.
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Figura 3.2. Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA). A separacdo das amostras entre grupos
distintos, relacionados as proteinas identificadas de 4. psidii (MF-01) ocorreu durante o processo de infecgdo em
E. grandis nos tempos: 0 h.a.i e 144 h.a.i. R?>= 0,99; Q*= 0,93. O grafico foi gerado pelo programa Metaboanalyst.

A partir da analise VIP foram selecionadas as proteinas que mais contribuiram para a
separacdo dos grupos. Com as analises observadas a partir do grafico VIP também foi possivel
identificar qual o tratamento onde a proteina que mais contribuiu para as diferencas de

abundancia estava em maior concentragdo (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Variable Importance in the Projection (VIP) com score > 1 das proteinas referentes a A. psidii (MF-
01) que mais contribuiram para a separagéo dos grupos entre 0 e 144 horas apds a inoculagdo. O grafico foi gerado
pelo programa Metaboanalyst. A diferenca na coloragdo indica se a proteina se encontra em maior ou menor
abundancia no tratamento. Azul — menor abundancia; Beje — abundancia média; Vermelho — maior abundancia.

Considerando as 84 (40 exclusivas e 44 comuns) proteinas identificadas as 0 h.a.i,
apenas 10 foram selecionadas pelo VIP score (Tabela 3.1). Destas, 5 ndo tiveram similaridade
com nenhuma proteina do banco de dados estudado e foram classificadas como desconhecidas.
A proteina fungal Zn binuclear cluster domain conteining protein possui fungdo importante
para a fase inicial do patdgeno, com grande importancia na formagao do apressorio.

Dentre as 103 (59 exclusivas e 44 comuns) proteinas constatadas as 144 h.a.i, 47 foram
selecionadas pelo VIP score (Tabela 3.1). Tanto em relacdo as proteinas totais, como em relagdo
as que mais contribuiram para as diferencas de abundancia, a maior quantidade de proteinas
identificadas foi as 144 h.a.i. Oito proteinas foram classificadas como desconhecidas, por ndo
apresentarem similaridade com nenhuma outra proteina presente no banco de dados analisado.
As proteinas transaldolase ¢ adenosylhomocysteinase estdo associadas a fungdes de
patogenicidade do fungo, sendo importantes para o patdgeno durante o processo de infeccao as

144 h.a.i.
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Proteinas de E. grandis identificadas durante processo de infec¢ao por A. psidii

Apos a analise protedmica do processo de infeccdo de 4. psidii em plantas de E. grandis,
foram detectadas 2.156 proteinas totais referentes a E. grandis. Deste total, 692 proteinas
foram comuns a ambos os tempos analisados, 404 proteinas s6 foram encontradas as 0 h.a.i,

e 368 as 144 h.a.1 (Figura 3.4).

0 h.a.i 144 h.a.i

368

(25.1%)

Figura 3.4. Proteinas identificadas de E. grandis inoculadas com MF-01. As proteinas encontradas exclusivamente
em cada um dos tempos analisados e comuns em dois ou mais tempos de infec¢do. Tempos estudados: 0 h.a.i e
144 h.a.i.

Pode-se observar por meio da da analise Partial Least Squares Discriminant Analysis
(PLS-DA), que as proteinas identificadas em cada um dos tempos analisados modificam o perfil
proteico de E. grandis durante o processo de infec¢do por 4. psidii, de acordo com o tempo de

interagcdo na doenga (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) mostrando a separagdo das amostras entre
grupos distintos, relacionados as proteinas identificadas de E. grandis durante o processo de infecc¢ao por A. psidii
(MF-01) nos tempos: 0 h.a.i ¢ 144 h.a.i. R?= 0,99; Q*= 0,99. O grafico foi gerado pelo programa Metaboanalyst.

As 137 proteinas que que mais contribuiram para as diferengas de abundancia (68 as 0
h.a.i e 69 as 144 h.a.i) foram identificadas baseado na analise VIP, sendo essas as proteinas que

mais contribuiram para a separagdo dos grupos (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Variable Importance in the Projection (VIP) com score > 1,5 das proteinas identificadas de E. grandis
inoculadas com A. psidii (MF-01) que mais contribuiram para a separac¢ao dos grupos entre 0 h.a.i ¢ 144 h.a.i. O
grafico foi gerado pelo programa Metaboanalyst. A diferencga na colorago indica se a proteina se encontra em
maior ou menor abundéncia no tratamento. Azul — menor abundancia; Beje — abundéancia média; Vermelho — maior
abundancia.

Dentre as proteinas totais (404 exclusivas mais 692 comuns entre os tempos analisados)
identificadas e associadas a plantas de E. grandis as 0 h.a.i, 66 foram que mais contribuiram
para as diferencas de abundancia (Tabela 3.2). Trés delas ndo obtiveram similaridade com
nenhuma das proteinas do banco de dados utilizado, aparecendo como desconhecidas. Baseado
nas fung¢des das proteinas que mais contribuiram para as diferencas de abundancia, as proteinas
rubisco accumulation factor 1 e ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase
ganharam destaque as 0 h.a.i, estando associadas a fun¢@o metabolica da planta, relacionadas a
producdo de energia.

Em relagdo as proteinas totais (368 exclusivas mais 692 comuns entre 0s tempos
analisados) identificadas as 144 h.a.i, 69 foram que mais contribuiram para as diferengas de
abundancia (Tabela 3.2). Destas, seis foram classificadas como desconhecidas, ou seja, ndo
possuiram similaridade com nenhuma proteina presente no banco de dados confrontado. As
proteinas major allergen Pru av 1-like, abscisic stress ripening protein, actin-7, V-type proton

ATPase, proteasome subunit alpha, malate dehydrogenase e isoflavone reductase-like protein
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foram selecionadas por terem fungdes interessantes relacionadas ao processo de defesa da

planta contra o ataque do patégeno.
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Rede de correlacio entre proteinas de E. grandis e A. psidii

A partir dos parametros de analise utilizados no presente trabalho, foi possivel observar a
correlacdo entre 6 proteinas provenientes de E. grandis com uma proteina pertencente a A.
psidii. De acordo com a intensidade da cor da borda, foi possivel identificar uma correlacao
positiva entre proteinas (vermelho escuro). Ha uma correlagdo entre as proteinas
XP_010028896.1 (eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-3), XP_010056880.1
(urease accessory protein G), XP_010062321.1 (expansin-A13), XP_010066331.1 (ubiquitin
domain-containing protein DSK2a isoform XI), XP_010044210.1 (phosphoglucomutase
cytoplasmic isoform X2), XP_010038186.1 (glutathione S-transferase F'13) identificadas em E.
grandis com a proteina evm.model. NODE 10888 length 9735 cov_3.75075.1 (ADP-
ribosylation factor) encontrada no estudo protedmico em A. psidii (Figura 3.7). As proteinas
XP_010028896.1, XP _010056880.1 ¢ XP 010062321.1 foram identificadas as 144 h.a.i.
Enquanto as proteinas XP_010066331.1, XP 010044210.1 e XP_010038186.1 foram
encontradas tanto as 0  h.ai quanto  as 144  hai. A  proteina
evm.model. NODE 10888 length 9735 cov_3.75075.1 foi identificada apenas as 144 h.a.i.
Estas proteinas presentes na correlacao entre os organismos foram identificadas as 144 h.a.i,
podendo ser um indicativo de que possuem um papel importante na fase mais avangada da

interacao planta-patdgeno.

xe_o1@)sass

xp_mw xp_o1fess0.1

ovin.model NODE_ 10088 englh_9735_cov_3.75075.1

xp_m.ﬁ xp 012321 1

XP _01.533' 1

Ji%

Figura 3.7. Rede de correlacdo entre proteinas que mais contribuiram para as diferencas de abundancia da
interagdo planta-patogeno. A intensidade das cores indica se a correlgdo foi positiva ou negativa. Verde escuro
(correlacdo negativa) e vermelho escuro (correlacao positiva). Nos pontos azuis estdo as proteinas associadas a E.
grandis; no ponto cinza, a proteina identificada em A. psidii.
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Metabolomica

No total foram reconhecidos 406 possiveis metabdlitos provenientes do LC-MS, sendo 309
no modo positivo e 97 no modo negativo de operagdo. Do total de metabdlitos, 92 (com valor
zero para mais de 50% do total de repeticdes) foram descartados apds analises realizadas no
MarkerLynx, restando 314 para andlises estatisticas subsequentes. Em relagdo ao GC-MS,

foram reconhecidos 207 possiveis metabolitos.

Analise de metabolitos totais de plantas de E. grandis inoculadas com A. psidii — LC-
MS

Por meio da PCA foi possivel observar a tendéncia de separagao entre os grupos, podendo
identificar os outliers. Hd uma nitida separacdo entre os tratamentos analisados de acordo com
a condicdo submetida, mostrando uma diferen¢a no metabolismo devido a agdo do fungo na

planta. Nao foram detectados outliers no grupo de amostras estudados (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Dados provenientes do estudo de LC-MS. Analise de componentes principais (PCA) do metaboloma
de plantas de Eucalyptus grandis zero horas e 144 horas ap6s a inoculagdo com Austropuccinia psidii. A — PCA
das amostras no modo positivo de operagdo ESI*. B — PCA das amostras no modo negativo de operagdo ESI". O
grafico foi gerado pelo programa Metaboanalyst.
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A partir da analise multivariada PLS-DA foi possivel observar uma separagdo entre os
grupos de amostras dos tratamentos em ambos os modos de operagao (Figura 3.9), indicando
que a presenga do patogeno na planta influencia o perfil metabdlico. Também foi observado
um agrupamento dos dados dentro de cada tratamento, mostrando uma pequena variabilidade
entre eles com uma significancia de R?= 0,99 para ambos modos de operagio, e Q?=0,96 ¢

R?=0,95 para o modo positivo e negativo, respectivamente.
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Figura 3.9. Dados provenientes do estudo de LC-MS. Anaélise discriminante com método de minimos quadrados
parciais (PLS-DA) do metaboloma de plantas de Eucalyptus grandis zero horas e 144 horas apds a inoculagdo com
Austropuccinia psidii. A — PLS-DA das amostras no modo positivo de operagdo ESI*. R?>=0,99; Q*=0,96. B —PLS-
DA das amostras no modo negativo de operagdo ESI". R?>=0,99; Q?=0,95. O grafico foi gerado pelo programa
Metaboanalyst.

Baseado na andlise VIP, foram encontrados 58 metabdlitos que mais contribuiram para
as diferengas de abundancia entre os tratamentos 0 e 144 horas apds a inoculacdo, sendo 49
provenientes do modo positivo ¢ 9 do modo negativo de operacgdo (Figura 3.10). Todos esses
metabolitos foram selecionados para a fragmentacdo e posterior identificagdo a partir da

clucidagao estrutural.
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Figura 3.10. Dados provenientes do estudo de LC-MS. Importancia das varidveis nas projecdes multivariadas
(VIPs), com score > 1,5, do metaboloma de plantas de Eucalyptus grandis zero horas e 144 horas apos a inoculagdo
com Austropuccinia psidii. A — VIPs das amostras no modo positivo de opera¢do ESI*. B — VIPs das amostras no
modo negativo de operagao ESI". O grafico foi gerado pelo programa Metaboanalyst. A diferenga na coloragéo
indica se a proteina se encontra em maior ou menor abundancia no tratamento. Azul — menor abundancia; Beje —
abundancia média; Vermelho — maior abundancia.

Com a analise proveniente da Cromatografia Liquida (LC-MS), no modo positivo de
operagao, foram identificadas 9 classes de metabolitos as zero horas apos a infec¢ao de plantas
de E. grandis inoculados com A. psidii. A maior quantidade de metabolitos identificados foram
classificados como glicerofosfolipideos (6 metabolitos), acidos graxos (2 metabolitos), e as
demais classes possuiram um unico metabolito identificado (Figura 3.11A).

Em relagdo ao estudo metabolomico realizado as 144 horas apds a inoculagdo, os
metabolitos identificados foram distribuidos em 13 classes distintas. Dentre estas classes, os
metabolitos foram identificados como pertencentes ao grupo dos glicerofosfolipideos (17
metabodlitos), desconhecidos (3 metabdlitos), flavonoides, dcidos graxos e lipideos de prenol (2

metabolitos), e demais classes (1 metabolito) (Figura 3.11B).
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Figura 3.11. Classes de metabolitos identificados durante o processo de infeccdo de A. psidii em E. grandis
provenientes da analise LC-MS no Modo Positivo de Operagdo. A — Classes de metabdlitos presentes as 0 h.a.i. B
— Classes de metabolitos presentes as 144 h.a.i.

Durante o processo de infec¢do de 4. psidii em E. grandis (de 0 a 144 horas apds a
inoculacdo), baseado na analise de Cromatografia Liquida no modo positivo de operacdo, foram
identificados 50 metabolitos. Onde 16 foram encontrados as 0 h.a.i e 34 as 144 h.a.i (Tabela
3.3).

Dos 16 metabolitos identificados as 0 h.a.i, 8 ndo possuem identidade conhecida, mas
pertencem a classe dos glicerofosfolipideos. A oleacein ¢é classificado como um fenol, e pode
estar envolvido na composicdo da cera cuticular de folhas de E. grandis, composto que
aparentemente auxilia na germinacdo de uredinidsporos de 4. psidii.

Em relagdo aos metabdlitos identificados as 144 h.a.i, 17 ndo possuem identidade
conhecida, mas todos também pertencem a classe dos glicerofosfolipideos. Trés ndo possuiram
similaridade com nenhum outro metabdlito presente no banco de dados analisado. A ceramide
¢ um metabolito da classe dos esfingolipideos, que pode ter alguma fungdo importante durante

o processo de infeccdo, participando na defesa da planta contra o ataque do patdgeno.
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A partir da andlise metabolica, de acordo com a Cromatografia Liquida (LC-MS) no
modo negativo, as zero horas apds a inoculagdo foram identificados metabdlitos pertencentes a
4 classes distintas. Foi possivel classificar um metabolito em cada uma das classes: Flavonoide,
Isoquinolina de fitalida, desconhecido e Pirano (Figura 3.12A).

No estudo metaboldmico da interagdo entre A. psidii e E. grandis realizado as 144 horas
apds a inoculagdo os metabolitos identificados pertenciam a apenas trés classes: Benzeno e
derivados substituidos (2 metabolitos), Isoquinolinas de fitalida (2 metabolitos) e desconhecido

(1 metabolito) (Figura 3.12B).

1 1 = Flavonoides ® Desconhecidos
= [soquinolinas de
fitalida ===
4 Desconhecidos

= Benzeno e derivados
substituidos

® Isoquinolinas de

Piranos 9
. fitalida

Figura 3.12. Classes de metabolitos identificados durante o processo de infecgdo de A. psidii em E. grandis na
analise LC-MS Modo Negativo de Operacdo. A — Classes de metabolitos presentes as 0 h.a.i.. B — Classes de
metabolitos presentes as 144 h.a.i.

A partir da andlise metabolomica, por Cromatografia Liquida no modo negativo de
operagao, foram identificados 9 metabdlitos durante o processo de infecgdo de 4. psidii em E.
grandis (de 0 as 144 h.a.i) (Tabela 3.4).

No tempo inicial (0 h.a.i) foram identificados 4 metabdlitos, onde um nio obteve
similaridade com nenhum outro metabdlito do banco de dados analisado. O flavondide 6-
Hydroxy-3,3"4"5,7,8-hexamethoxyflavone pode ter funcdo relacionado a defesa da planta
contra o ataque de microrganismos causadores de doencas.

As 144 h.a.i foram identificados 5 metabolitos, sendo que 3 deles ndo possuiram
similaridade com nenhum metabolito presnete no banco de dados analisado. Um metabolito
encontrado ¢ que pode ter uma fung¢do importante na interacdo planta-patdogeno ¢ a
Chlorhexidine, importante agente antimicrobiano que pode estar auxiliando a planta no

combate ao fungo nesta etapa do processo de infecgao.
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Analise de metabdlitos totais de plantas de E. grandis inoculadas com A. psidii —
GC-MS

Em relacdao aos metabdlitos provenientes da analise de GC-MS, a separagdo dos grupos
por tratamentos indica que a ac¢do do fungo altera o perfil metabdlico das plantas de eucalipto.
Esta separacdo de grupos pdde ser observada pela analise PLS-DA, ndo havendo diferenca

significativa entre as amostras pertencentes a0 mesmo tratamento, com um R?=0,99 e um Q2=
0,95 (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) proveniente de LC-MS. Separagdo das
amostras entre grupos distintos, relacionados aos metabolitos totais identificados da interacdo E. grandis x A. psidii
(MF-01) nos tempos: 0 h.a.i ¢ 144 h.a.i. R?= 0,99; Q*= 0,94. O grafico foi gerado pelo programa Metaboanalyst.

Dos 207 possiveis metabdlitos identificados nas analises de GC-MS, apenas 32 foram

que mais contribuiram para as diferengas de abundancia ap6s a analise de VIPs. (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Importancia das variaveis nas proje¢des multivariadas (VIPs) com score > 1,5 provenientes do estudo
de GC-MS do metaboloma de plantas de Eucalyptus grandis zero horas ¢ 144 horas apds a inoculagdo com
Austropuccinia psidii. O grafico foi gerado pelo programa Metaboanalyst. A diferenca na coloragdo indica se a
proteina se encontra em maior ou menor abundancia no tratamento. Azul — menor abundéncia; Beje — abundancia
média; Vermelho — maior abundancia.

Em relag¢do aos 32 metabolitos (GC-MS) que mais contribuiram para as diferencas de
abundancia apos analises VIP, foi observado que 7 estavam presentes as zero horas apds a
inoculagdo, 24 as 144 horas apos a inoculacdo e 1 estava presente em ambos os tempos (Tabela
3.5).

Dos metabdlitos encontrados as 0 h.a.i, 4 ndo possuiram similaridade com o banco de
dados de metabdlitos do equipamento analisado. O dcido cindmico ¢ um importante metabdlito
encontrado nesta fase inicial de infec¢do do fungo, estando associado com a entrada do
patéogeno na planta.

No estudo metaboldmico realizado as 144 h.a.i, dos 24 metabolitos identificados, 7 ndo
possuiram similaridade com o banco de dados do equipamento analisado, permanecendo
desconhecidos. Os metabolitos Calistegina A3, acido azelaico, acido glicérico-3-fosfato e
piridoxamina sdo compostos importantes durante a interagdo planta-patdégeno, estando

relacionados com agdes de defesa da planta contra o ataque de A. psidii (MF-01).
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Tabela 3.5. Metabolitos identificados a partir da inoculacdo de 4. psidii em plantas de E.
grandis e analisados por GC-MS durante o processo de infeccdo (0 a 144 horas apds a
inoculagao).

Tratamento  Cddigo Nome do metabdlito

915 Galactose

1381 Desconhecido

1179 Adenina

0 h.a.i

1326 Desconhecido

1245 Acido cinamico

177 Desconhecido

1993 NA272011

509 Acido glutimico-N-Metil

1904 Desconhecido

1936 Desconhecido

876 Octopamina

1361 Octopamina

868 Calistegina A3

1951 Desconhecido

1969 D270080

516 Acido butanoico-4-amino

1438 Piridoxamina

902 Desconhecido

144 h.ai 99 Acido succinico-Metilester

981 Galactopiranosido-1-O-metil-alfa
38 Desconhecido

1622 Amida de acido palmitico
960 Acido glicérico-3-fosfato
813 Desconhecido

1799 Uridina

964 Acido azelaico
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259 similar a Lumicromo
1772 Acido gluconico-6-fosfato
1391 Acido hexadecandico
622 Desconhecido
63 Butiro-1,4-lactama
0 h.a.i/144 h.a.i 879 NA 220 205 95

DISCUSSAO

A interacdo planta-patogeno ¢ baseada no reconhecimento mutuo. Além disso, essa
interacdo depende da expressdo de fatores de patogenicidade e viruléncia do fungo, enquanto
na planta, depende da existéncia de mecanismos de defesa pré-formados ou defesa induzida
(Gonzalez-Fernandez; Prats; Jorrin-Novo, 2010). Um grande numero de mecanismos e
moléculas fungicas tém demonstrado contribuir para a patogenicidade ou viruléncia dos fungos,
incluindo proteinas que degradam a parede celular (Kikot; Hours; Alconada, 2009), proteinas
inibitorias (Van Esse et al., 2008), e enzimas envolvidos na sintese de toxinas (Lawrence et al.,
2008).

Durante o estudo protedmico da interacdo entre A. psidii MF-01 e E. grandis, foram
identificadas no total 2.299 proteinas. Destas, 2.156 (404 exclusivas e 692 comuns — 0 h.a.i) e
(368 exclusivas e 692 comuns — 144 h.a.i) foram associadas a plantas de eucalipto, e 143 (40
exclusivas e 44 comuns — 0 h.a.i) e (59 exclusivas e 44 comuns — 144 h.a.i) relacionadas ao
fungo. A partir da anélise protedmica realizada durante a interagdo (36, 60, 72, 84 e 96 h.a.i)
entre Colletotrichum lupini e Lupinus polyphylus, foi possivel identificar um total de 304
proteinas quantificadas por Eksigent nlc425 nanoHPLC (SCIEX) acoplado a um espectrometro
de massa Q exactive+ (Dubrulle et al., 2020). Mostrando que em relacdo as proteinas totais, o
presente trabalho apresentou um numero bem superior de proteinas identificadas.

A interacdo entre planta e patdgeno durante a infeccdo ¢ um campo de batalha no qual
0 patdgeno ataca ¢ a planta ativa os mecanismos de defesa (Maor; Shirasu, 2005). Dentre os
mecanismos de ataque utilizados por 4. psidii MF-01 durante o processo de infecgdo em E.
grandis, algumas proteinas foram identificadas como diretamente associadas a patogenicidade,
merecendo destaques: Fungal Zn binuclear cluster domain conteining protein (0 h.a.i);

transaldolase (144 h.a.i) e adenosylhomocysteinase (144 h.a.1).
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A proteina Fungal Zn binuclear cluster domain conteining protein desempenha um
papel fundamental na regulacdo da infec¢dao de plantas, devido ao seu papel no controle da
polaridade. Também esté associado a um mecanismo que atua, por meio da sintese regulada de
espécies reativas de oxigénio e controle do complexo NADPH oxidase, na montagem da septina
que faz parte da F-actina, que serve como base para a formacao do apressorio (Galhano et al.,
2017). Galhano et al. (2017) identificaram a Tpcl (Fator de transcricdo para o controle de
polaridade 1), que regula o crescimento polarizado invasivo de Magnaporthe oryzae na doenga
conhecida como brusone do arroz, e descobriram que Tpcl participa diretamente da via Pmk1
e ¢ necessaria para autofagia associada a infec¢do, que sdo pré-requisitos essenciais para a
formacgdo e fungdo de apressorio. Fungal Zn binuclear cluster domain conteining protein
interessantemente foi identificada as 0 h.a.i no proteoma do fungo A. psidii em E. grandis, esta
proteina identificada em MF-01, pode estar associada a uma importante fungdo nos estagios
iniciais do processo de infec¢do do patdgeno, atuando na formagao do apressorio.

A proteina transaldolase desempenha um papel fundamental em diversas atividades
vitais, como no desenvolvimento e metabolismo de fungos fitopatogénicos. A transaldolase ¢é
regulada positivamente no micélio de Magnaporthe oryzae sob condigdes de estresse por falta
de nitrogénio, sugerindo que em M. oryzae a proteina auxilia nas vias do metabolismo de
nutrientes ¢ na patogenicidade, como também regulando reacdes especificas de metabolismo
da glicose durante a privacdo de nitrogénio (Zhou et al., 2016). Esta mesma proteina pode estar
desemprenhando essas fung¢des durante a interagdo de MF-01 em plantas de E. grandis,
participando nas vias do metabolismo e na patogenicidade do fungo as 144 h.a.i.

Nogeuira-Lopez et al. (2018) investigaram a coloniza¢do de raizes de milho por
Trichoderma virens em condigdes hidroponicas por 5 dias, evidenciando a colonizacdo inter e
intracelular pelo fungo, que resultaram em modificagdes na morfologia da raiz. Aliado a um
estudo protedmico mostraram que apds a penetracdo do hospedeiro, 7. virens secreta no
apoplasto, um arsenal de proteinas para facilitar a colonizagdao. Foram identificadas proteinas
envolvidas na sinalizagdo de fitohormonios, Estes eram predominantemente da via do etileno,
incluindo proteinas responsaveis pela biossintese do precursor componentes como a
adenosylhomocysteinase. Esta proteina, também identificada no presente trabalho (144 h.a.i)
pode estar auxiliando o patdogeno MF-01 na colonizagdo dos tecidos da folha de E. grandis
durante o periodo de infecgdo. Isso sugere que essa proteina desempenha importante papel tanto
na interacdo entre fungo benéfico como fitopatogénicos e seus respectivos hospedeiros.

Em relagdo ao proteoma da planta, dependendo do tempo e do tratamento em que as

proteinas foram identificadas, estavam associadas a func¢des distintas. Neste sentido, foram
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identificadas diversas proteinas associadas a E. grandis inoculadas com A. psidii que merecem
destaque nesta interacdo: ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase € rubisco
accumulation factor I identificadas as 0 h.a.i e as proteinas malate dehydrogenase, major
allergen Pru av I-like, abscisic stress ripening protein, actin-7, V-type proton ATPase,
proteasome subunit alpha e isoflavone reductase-like identificadas as 144 h.a.i.

A fotossintese ¢ certamente um dos processos bioldgicos mais importante da Terra, que
compreende reacdes para a conversdo de energia solar em energia quimica para a producao
final de ATP para as plantas (Oquist; Huner, 2003). Uma etapa final de limitagdo da taxa
fotossintética € catalisada por uma enzima naturalmente ineficiente para a fixagcdo de carbono,
a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase / oxigenase (rubisco) (Bracher et al., 2017). A chaperona
rubisco accumulation factor 1 (Rafl) é uma proteina que facilita a montagem da Rubisco. E
evolutivamente conservada, e sua importancia nas plantas e cianobactérias permanecem
controversas (Huang et al., 2020). No milho, a delecdo genética de rafl resultou na deplegdo
de rubisco e morte da planta (Feiz et al., 2012), também em milho a superexpressdo de
subunidades de rubisco em combina¢do com Rafl pode aumentar o conteudo de proteina
Rubisco e sua atividade (Salesse-Smith et al., 2018). As proteinas ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase activase € rubisco accumulation factor 1 também foram encontradas neste
estudo durante a interacdo planta-patdgeno (0 h.a.i). A rubisco ¢ uma importante enzima no
processo de fotossintese e a rubisco accumulation factor I pode ter sua funcdo associada a
Rubisco, durante o processo de obten¢do de energia para o metabolismo da planta. A
identificacao desse tipo de proteina no estagio inicial (0 h.a.i) da interagdo de E. grandis com o
fungo ja era esperado, ja que sdo proteinas comumente encontradas em vegetais.

Em relagdo aos processos de defesa, o suprimento de energia da planta ¢ redistribuido
no sentido de reconhecimento de patdgenos e sinalizagdo de defesa de plantas (Bolton et al.,
2009). Assim, algumas proteinas relacionadas a defesa da planta em detrimento do ataque do
fungo MF-01 foram identificadas.

A proteina malate dehydrogenase esta envolvida na via metabodlica do malato, e
associada a varias outras enzimas que possuem importantes fungdes associadas a protegao e
reparagao de plantas contra o estresse bidtico e abidtico (Casati et al., 1999). Geddes et al.
(2008) inoculou o patogeno Fusarium graminearum em plantas de Hordeum vulgare, ¢ a partir
de um estudo protedmico, identificou dentre outras proteinas, a proteina malate dehydrogenase.
Observaram que a grande realocacdo de malate dehydrogenase ao citosol estava associada ao
aumento da resposta da planta ao estresse oxidativo. Tal como uma explosdo oxidativa massiva

auxiliando a defesa da planta contra os radicais livres de oxigénio, concluindo que a malate
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dehydrogenase pode ter agao oxidativa direta sobre F. graminearum. No presente trabalho, a
malate dehydrogenase foi identificada as 144 h.a.i, podendo também estar relacionada ao
combate a A. psidii a partir de uma acdo oxidativa sobre o fungo.

As glicolinas em geral protegem os tecidos das plantas dos desafios ambientais,
possivelmente reduzindo o dano oxidativo induzido por fatores de estresses, possuindo
propriedades antioxidantes celulares consideraveis (Nwachukwu; Luciano; Udenigwe, 2013).
A isoflavone reductase-like protein (IFR) € iclassificada como uma enzima crucial envolvida na
sintese das glicolinas (Yu et al., 2003). Este composto também se acumula em resposta ao
ataque de patdgenos, elicitores flingicos e aos estresses biodtico e abidtico (Kim et al., 2003). A
isoflavone reductase-like protein, encontrada as 144 h.a.i de A. psidii em plantas de E. grandis,
pode funcionar como uma enzima sinalizadora sobre a presenca do patdogeno e seu combate.

Semelhantemente a outras proteinas encontradas neste trabalho, Yan et al. (2018) a
partir de um estudo protedmico durante a interagdo entre a levedura Meyerozyma guilliermondii
e frutas de Pyrus pyrifolia, identificaram as proteinas: major allergen Pru av 1-like, abscisic
stress ripening protein, actin-7, V-type proton ATPase e proteasome subunit alpha. Indicando
que a maioria das proteinas estd envolvida em respostas de defesa e estresse com base em
processos biologicos.

Os sistemas bioldgicos em um organismo sdo frequentemente representados como redes
que consistem em interagdes complexas entre elementos bioldgicos, como genes, proteinas e
metabolitos. Essas redes moleculares fornecem ao organismo uma variedade de fungdes
regulatorias (Vandenkoornhuyse et al., 2015). Em um contexto ecoldgico, os organismos nao
vivem isolados, mas com interagdes intimas com outros organismos. Durante o curso da
coevolucao com as plantas hospedeiras, os patogenos desenvolveram diversos mecanismos de
viruléncia para manipular componentes das redes imunoldgicas das plantas (Torufio;
Stergiopoulos; Coaker, 2016). Na ultima década, um progresso significativo foi feito na analise
de sistemas de redes moleculares subjacentes as interagdes planta-patdogeno, mas com foco
principal no lado da planta durante as interagdes (Mine; Sato; Tsuda, 2014; Peyraud et al.,
2017). No entanto objetivo deste trabalho ¢ dar uma maior atengdo ao patogeno.

Foi possivel observar neste estudo que ha uma correlagdo entre as proteinas
XP_010028896.1 (eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-3), XP_010056880.1
(urease accessory protein G), XP_010062321.1 (expansin-A13), XP_010066331.1 (ubiquitin
domain-containing protein DSK2a isoform XI), XP_010044210.1 (phosphoglucomutase
cytoplasmic isoform X2), XP_010038186.1 (glutathione S-transferase F'13) identificadas em F.
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grandis com a proteina evm.model. NODE 10888 length 9735 cov _3.75075.1 (ADP-
ribosylation factor) encontrada no estudo protedmico em A. psidii.

A proteina ADP-ribosylation factor pertencente a familia Arf participa do crescimento
e desenvolvimento das hifas através da secrecdo de um composto importante no transporte de
vesiculas (Lee; Shaw, 2008; Harris, 2013). Este papel possui uma fun¢do associada com o
transporte de vesiculas associadas a reguladores do Complexo de Golgi, incluindo complexo
COG (Conserved Oligomeric Golgi) e complexo TRAPPII (Transport Protein Particle
complexes) (Gremillion et al., 2014; Pinar et al., 2019). Wang et al. (2020) realizaram um estudo
in vitro ¢ in planta observando o crescimento de hifas de F. graminearum e patogeniciade em
plantas de trigo suscetiveis. Realizaram a dele¢do do gene FgARL1 associado a proteina ADP-
ribosylation fator, o que resultou em uma diminuigdo significativa no crescimento vegetativo e
patogenicidade do fungo. Esse resultado indica que FgArll ¢ importante no desenvolvimento e
patogenicidade de F. graminearum. Neste sentido, a ADP-ribosylation factor, identificada
como a proteina central na correlagdo entre proteinas de A. psidii e E, grandis, pode realmente
estar relacionada com o crescimento vegetativo do fungo e no potencial patogénico durante a
interagdo planta- patogeno.

Em contrapartida, as proteinas identificadas em E. grandis estdo relacionadas a defesa
da planta devido ao ataque de A4.psidii. A proteina urease accessory protein G esta associada a
respostas a estresses (Emamverdian et al., 2015); glutathione S-transferase F13 participa na
indugdo de resisténcia sistémica devido a ataque de patogenos em plantas (Gullner et al., 2018);
a expansin-A13 esta presente durante a interagdo planta-patogeno, atuando na detecg¢do de
proteinas por receptores especificos da célula hospedeira; regulando alteragdes nas
propriedades de barreira da parede celular detectadas pelo hospedeiro e auxiliando no
deslocamento de polissacarideos da parede celular detectados pelo hospedeiro (Narvaez-
Barragan et al., 2020). Ficando nitido que o sistema defensivo da planta estd agindo para
combater o fungo durante o desenvolvimento da doenga.

As infecgdes por patdgenos levam as plantas a ativar seu sistema de defesa, permitindo
que clas reconhecam ataques ¢ iniciem o combate ao organismo invasor, resultando em
alteracdes fisicas ¢ bioquimicas, bem como na produ¢do de metabdlitos (Zaynab et al, 2018;
Zaynab et al, 2019; Panda et al, 2019). Entre as primeiras respostas das plantas as infecgoes
fingicas estao as explosoes oxidativas (Sun et al, 2016) e a resposta hipersensivel (Kliebenstein
et al, 2008; Markiewicz et al, 2019), que causa estresse oxidativo, o mais forte processo de

resisténcia a doengas (Baba et al, 2015; Prasch et al, 2015).
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No presente trabalho foram identificados, incluindo todos os tempo avaliados, varios
metabolitos, sendo 59 (50 no modo positivo de operacao; 16 as 0 h.a.i e 34 as 144 h.a.ie 9 no
modo negativo de operagdo; 4 as 0 h.a.i e 5 as 144 h.a.i) provenientes da interacdo planta-
patogeno baseado na analise de Cromatografia Liquida (LC-MS) e 32 (com 7 as 0 h.a.i; 24 as
144 h.a.i e 1 presente em ambos os tempos analisados) a partir da analise de Cromatografia
Gasosa (GC-MNS).

O composto fenolico predominante na pasta triturada e no azeite de oliva virgem, obtido
do triturado de azeitonas (Olea europaea), é a oleacein. A alta concentragdo de oleacein no
azeite ocorre devido a hidrolise da oleuropeina catalisada por glicosidases enddgenas durante o
esmagamento da azeitona (Le Tutour; Guedon, 1992; Vierhuis et al., 2001). Diversos estudos
indicam que a oleacein possui propriedades importantes para o auxilio na manutengao da saide
e combate a doengas em humanos (Lombardo et al., 2018; Juli et al., 2019; Carpi et al., 2020).
Bini (2016), realizou um ensaio de germinag¢do de urediniésporos de A. psidii in vitro em
diferentes condi¢des. Dentre os tratamentos propostos (meio de cultura agar-agua (AA); AA +
6leo de oliva 0,5% e AA + azeite de oliva 0,5%), observou que o tratamento adicionado de
azeite de oliva 0,5% elevou a taxa de germinagdo dos uredinidésporos em 40% em relagdo ao
tratamento com Oleo mineral 0,5%. Neste sentido, na intera¢do planta-patdégeno, a oleocin,
encontrado as 0 h.a.i no estudo metabolico (LC-MS; modo positivo de operacgdo) deste trabalho,
pode ser um composto chave presente em folhas de E. grandis, associado a germinagdo de A.
psidii em plantas suscetiveis do eucalipto.

Ceramides sdo moléculas fundamentais, atuando como intermediarios na biossintese ¢
catabolismo de esfingolipidios, que agem como precursores no metabolismo de esfingolipidios
(Hannun; Obeid, 2008). A ceramide é também considerada uma molécula de sinalizagdo chave,
envolvida na oxidagdo intracelular na via de estresse, e estd associada a muitos processos
fisiopatologicos (Czubowicz et al., 2019). Nas plantas, uma conexdo entre esfingolipideos,
patogenos de plantas e morte celular programada foi descoberta apds o tratamento de plantas
com micotoxinas andlogas da esfinganina que sdo sintetizadas pelos fungos patogénicos
Fusarium moniliforme e Alternaria alternata (Abbas et al., 1994). Neste sentido, alguns estudos
sugerem que a ceramide estd associada a defesa de plantas contra o ataque de patdgenos
(Sperling; Heinz, 2003; Pata; Hannun; Ng, 2010). No presente trabalho, a partir do estudo de
metabolitos (LC-MS; modo positivo de operagdo), as 144 h.a.i da inoculagdo de MF-01 em E.
grandis, o metabolito ceramide foi identificado. Este, portanto, pode estar desempenhando

alguma fung¢do de defesa da planta contra o ataque do fungo.



144

Flavondides polimetoxilados (PMFs), estdo presentes em frutas citricas em uma
variedade de estruturas quimicas e com muitos potenciais propriedades benéficas, como
antiinflamatério, antitumoral, e atividades de protecdo cardiovascular (Benavente-Garcia;
Castillo, 2008). O flavondide. O flavonoide 6-Hydroxy-3,3',4".35,7,8-hexamethoxyflavone foi
identificado em folhas de E. grandis inoculadas com MF-01 (0 h.a.i; modo negativo de
opera¢do), podendo ser a primeira vez que este flavonoide ¢ encontrado em uma planta diferente
das citricas, podendo ter uma fungdo associada ao sistema de defesa da planta contra o ataque
do patdégeno.

A Chlorhexidine ¢ um agente antimicrobiano que ¢ amplamente utilizado em uma
variedade de produtos anti-sépticos, desde produtos para a pele, sabonetes, enxaguantes bucais,
desinfetantes e conservantes (McDonnels; Russell, 1999; Russel, 2010). A Chlorhexidine ¢
muito eficaz contra uma ampla gama de bactérias gram-positivas, mas também tem atividade
contra bactérias gram-negativas e fungos e pode ser usado com uma variedade de antibidticos
comuns (Kampf; Kramer, 2004). Este mesmo metabdlito foi encontrado neste estudo, a partir
da andlise metabolica (144 h.a.i; modo negativo de operagdo), e provavelmente esta relacionado
como substancia produzida pelo sistema defensivo de E. grandis contra o ataque de A. psidii
(GM-J1).

A partir do estudo metabolomico (GC-MS) realizado durante o processo infeccioso de
A. psidii em E. grandis foi possivel identificar um metabolito que pode ser importante na fase
inicial do processo de infeccao (0 h.a.1) de 4. psidii em plantas de E. grandis ¢ o acido cinamico.
Estudos indicam que a presenca deste composto alelopatico em determinadas concentragdes
auxilia na entrada do patdgeno, por interferir no vazamento de ions da planta, acarretando na
permeabilidade da membrana plasmaética (Yu e Matsui, 1994; Yu e Matsui, 1997).

Todos os metabdlitos encontrados as 144 h.a.i. estdo atuando no combate ao fungo.,
com destaque aos metabdlitos: Calistegina A3, 4cido azeldico, acido glicérico e piridoxamina.

A calistegina A3, por exemplo, ¢ um metabdlito classificado como um alcaloide,
comumente encontrado em folhas de plantas (Czuk et al, 2008). E sabidamente um forte
antioxidante e ati-inflamatorio que auxilia no controle de doengas em humanos (Chacko et al,
2011; Buapool et al, 2013), e que pode estar auxiliando a planta a combater o fungo as 144
h.a.i.

O 4acido azelaico ¢ um acido dicarboxilico e uma substancia sinal do estresse oxidativo
que estd envolvido na resisténcia adquirida sistémica, resultante da liberacdo de gorduras

insaturadas livres causada pela infec¢do de patdgenos (Zoeller et al, 2012; Yu et al, 2013).
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A presenca do acido glicérico pode estar relacionada a ocorréncia da fotorrespiracao. A
via da fotorrespiracdo ¢ usada para evitar o acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
dissipando excesso de equivalentes redutores e energia, como a regeneragdo do ADP e do
consumo de ATP para converter o acido glicericidico em acido fosfoglicerilico (Voss et al.,
2013). Pode também regular a defesa das plantas ao estresse bidtico (Kangasjarvi et al., 2012),
como o ataque do fungo a planta.

A piridoxamina ¢ um metabdlito associado a vitamina B6, acredita-se que funcione
como um antioxidante porque estd positivamente correlacionado com a resposta ao estresse
oxidativo em animais e plantas (Hellmann e Mooney, 2010).

Desta maneira pode-se inferir que a inoculagdo de A. psidii em plantas de E. grandis
contribuiu enormemente para a mudanga no perfil proteico e do metabolismo de ambos os
organismos envolvidos, identificando compostos sendo produzidos desde os estagios iniciais
(0 h.a.i) até o estdgio mais avancado da doenca (144 h.a.i), com o patégeno usando de

mecanismos para atacar a planta enquanto a planta se defendia do ataque.
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